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Anotation

This study focuses on the optimization of dot-blot method for detection of sfRNA in RNA
isolated from sfRNA-transfected or TBEV-infected DAOY HTB-186 human neural cells The
optimization led to successful detection of sfRNA hybridization signal. however, unspecific
hybridization signal in negative control were observed and attempts to remove it failed to
improve signal specificity or unspecific hybridization signal source identity using northern
blot. The optimization of qRT-PCR essay for quantification of sfRNA in sfRNA-transfected
or TBEV-infected DAOY HTB-186 human neural cells was also performed. Interestingly, the
gqRT-PCR essay adopted from Schwaiger M., Cassinotti P., 2003 failed to perform efficiently
using qRT-PCR chemistry established for qRT-PCR essays in our laboratory and thus could
not be used for reliable quantification of sfRNA in samples used in this work. Attempts to
design custom qPCR essay for sSfRNA quantification also failed to work most probably due to

difficult secondary structures formed in the sfRNA structure.
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1 Uvod

1.1  Orthoflavivirus encephalitidis

Klistova encefalitida (TBE) je bézné lidské onemocnéni zpisobené virem klistové
encefalitidy (TBEV, z anglického tick-borne encephalitis virus) a postihuje centrdlni nervovy
systém nakazenych. Virus klistové encefalitidy ziskal v roce 2023 nové taxonomické
pojmenovani Orthoflavivirus encephalitidis dle publikace Postler T. S. et al., 2023. TBEV se
dle redefinice klasifikace Celedi Flaviviridae Fadi do rodu Orthoflavivirus (Postler T. S. et al.,
2023). Zminéna publikace nezakazuje pouziti zkratky TBEV pro virus klistové encefalitidy,
ktera bude pro oznaceni tohoto viru pouzita v celé této praci. Virus jako prvni popsal primar
Dr. Hans Schneider jiz v roce 1931 (Schneider H., 1931). Onemocnéni zasahuje velkou &ast
Evropy, severni Asie a Ciny. Kli§té obecné Ixodes ricinus (Acari: Ixodidae) je primdrnim
prenaseCem Evropského subtypu TBEV (Kaiser R., 2016). I. ricinus je krev sajici pavoukovec,
jehoZz hostitelem je cela fada obratlovct z tiid plazu, ptakt a savel. Jednim z hostitelt 1. ricinus

muze byti clovek, na kterého klisté muze prenést TBE (Medlock J. M. ef al., 2013).

1.1.1 Taxonomie Celedi Flaviviridae

Celed Flaviviridae se taxonomicky rozdéluje do &tyt rodt; Hepacivirus, Pegivirus,
Pestivirus a Orthoflavivirus (Simmonds P. et al., 2017; Postler T. S. et al., 2023).
Fylogenetické vztahy téchto roda jsou znazornény na Obr. 1. Rod Hepacivirus zahrnuje jeden
z nejvyznamnéjsich lidskych patogent viru hepatitidy C, ktery celosvétove roéné nakazi 3-4
miliony lidi a asi 170 miliona lidi je chronicky infikovanych s ndslednym vyvojem jatern{
cirhdzy a rakoviny jater (Mohd H. et al., 2013). Pegivirus je posledni objeveny rod Celedi
Flaviridae, ktery patrné postrada patogenitu (Stapleton J. T. er al., 2011). Zastupci rodu
Pestivirus infikuji pfevazné skot, u n€jz se po ndkaze vyviji bovinni virova diarrhea. U prasat
se po infekci témito viry vyviji prase¢i mor (Schweizer M., Peterhans E., 2014). Ctvrtym
rodem je Flavivirus, ktery obsahuje vice nez 70 druhti vird. Mezi ty nejznaméjsi patii virus
zluté zimnice (YFV), virus japonské encefalitidy (JEV), virus kli§tové encefalitidy (TBEV),
dengue virus (DENV), virus zapadonilské horecky (WNV), Rocio virus (ROCV) a virus St.
Louise encefalitidy (SLEV) (Leyssen P. et al., 2000). Zastupci Celedi Orthoflavivirus se dale
déli podle typu prenaSeCe, a to na komari, kliS§tétem preneseny a neznamého pavodu. Prvni
dva typy jsou charakteristické pro skupiny virt zahrnujicich lidské patogeny, zatimco posledni
zahrnuje pouze nékolik virt, které byly izolovany z mysi a netopyrt (Kuno G. et al., 1998;
Postler T. S. et al., 2023). Primarnimi hostiteli prvnich dvou typt virt jsou moisti ptaci a
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obratlovci, a to prevazné hlodavci, u nichz se infekce projevuje od asymptotickych az po
zavazné piiznaky, mezi které patii hemoragicka nebo neurologicka onemocnéni. Tyto
primarni hostitelé a ptiznaky jsou typické pro infekce vysSe uvedenymi viry, predevsim pro

TBEV, YFV, DENV, JEV a WNV (Simmonds P. et al., 2017).
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Obrazek 1: Fylogenetické vztahy Celedi F laviridae (Romero-Brey 1., Bartenschlager R., 2014).

1.1.2 Flaviviry

Flavivirus je maly obaleny virus obsahujici pfevazné jednovlaknovou pozitivné
nabitou genomovou RNA (gRNA) o velikosti pfiblizné 11 kb (Tamura T. et al., 2019). Vétsina
Flaviviru je ptenasena infikovanymi klistaty nebo koméary na sav¢i hostitele jako jsou domaci
1 volné zijici zvifata, ale 1 ¢clovék. Komafi jsou nejcastéjs§im prenaseCem vétSiny patogennich
zastupct Flaviviri. Zastupci komary prenasenych Flaviviri jsou puvodci zluté zimnice,
japonské encefalitidy, St. Louise encefalitidy, horetky dengue a zapadonilské horegky. Clovek
je konecnym hostitelem ptivodct vSech uvedenych nemoci. Klist'ata prenasi prevazné TBEV,
virus kjasanurského lesa a virus zpusobujici Omskou hemoragickou horecku (Gould E.,
Solomon T., 2008).

1.1.3 Rozsireni
Flaviviry jsou rozsifeny témert po celém svété. Jejich rozsiteni 1ze vidét na obr. 2. WNV
je ze vSech nemoci zptusobenych Flaviviry nejvice rozsifena. JEV, jak jiz jméno napovida, se

vyskytuje zejména v jihovychodni Asii. Oblasti s nejvy$sim poctem lidi nakazenych DENV



jsou tropy a subtropy (Stapleton J. T. et al., 2011; Kuno G. et al., 1998). TBEV je zejména

roz§ifena ve vychodni Evropé a stfedni az vychodni Asii.
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Obrazek 2.: Rozsifeni nejvyznamnéjsich Flaviviri (Sips G. J. et al., 2012).

1.1.4 Subtypy TBEV

TBEV je délen do tii hlavnich subtypi. Témito subtypy jsou Evropsky, Sibifsky a
dalnovychodni subtyp. Evropsky a dalnovychodni subtyp jsou fylogeneticky piibuznéjsi,
jelikoz jsou shodné ve zhruba 95,6 % na drovni aminokyselinové sekvence (Holzmann H. et
al., 1992). Existuji dalsi dva nedavno objevené subtypy, mezi néz patii Bajkalsky subtyp, ktery
se oddélil od Sibitského subtypu a druhy je Himalajsky subtyp (Dai X. et al., 2018).

1.1.5 RozSifeni subtypu

Rozsiteni tfi hlavnich subtypd je znazornéno na obr. 3 a jejich nomenklatura je
klasifikovana na zakladé nazvu oblasti roz§ifeni. Evropsky subtyp se nejvice vyskytuje ve
stfedni a zapadni Evropé€, zdpadnim Uralu a Sibifi. Sibifsky subtyp se vyskytuje zejména
v Rusku, v pobaltskych statech a severnim Finsku. Délnovychodni subtyp se nejcastéji
objevuje ve vychodnim Rusku a dalném vychodé, a to prfevazné v Japonsku (Mansfield K. L.
et al., 2009). Bajkalsky subtyp se nejvice vyskytuje v okoli Bajkalského jezera v Rusku.
Himalajsky subtyp se nejéastéji vyskytuje v oblasti Tibetské nahorni plosiny v Ciné (Dai X.
et al., 2018). Geografické rozsiteni jednotlivych subtypu 1ze vidét na obr. 3, kde je Evropsky
subtyp znazornén svétle modrou barvou Sibifsky subtyp znazornén Cernou barvou a Japonsky

subtyp barvou Sedou (Lindquist L., 2014).
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Obrazek 3.: Rozsifeni tii hlavnich subtypu TBEV (Lindquist L., 2014).

1.1.6 Prenos TBEV

V Evropé bylo rozpoznano 8 druht klistat fadu Ixodida, prenasejicich TBEV.
Nejbéznéjsim prenasecem Evropského subtypu TBEV je I. ricinus. PfenaSeCem pro Sibifsky
a dalnovychodni subtyp je Ixodes persulcatus (Kliste sibirské) (Kollaritsch H. et al., 2012).

Klisté se nakazi TBEV od jiz nakazeného hostitele nebo jiného nakazeného klistéte
vyskytujiciho se na stejném hostiteli béhem sani. V téle klistéte se poté virus pomnozi a
pomoci jeho kousnuti nakazi jiného obratlovce, vCetné ¢lovéka. Prenos z kliStéte na jiné klisté
probiha na stejném hostiteli, pfedev§im mezi nymfami a larvami kli§tat. Béhem sani je
rozmisténi vice klistat na jednom hostiteli z fadu hlodavct nenahodné k tendenci formovani

shluku (Lickova M. et al., 2020).

1.1.7 Priznaky infekce TBEV

TBE je jednim z nejvyznamnéj§ich onemocnénich centrdlniho nervového systému
cloveka, zptisobené patogennim TBEV (Bogovic P., Strle F., 2015).

TBEV je do hostitele prenasen v prubéhu sani klistéte jiz n€kolik minut po pfisati
klistéte k hostiteli (Lindquist L. et al., 2008). Po infekci TBEV nastava bezptiznakova faze,
tzv. inkubacéni doba trvajici 4-28 dni. Prvni pfiznakova faze trva 1-8 dni. Pfi této fazi nastavaji
symptomy podobajici se symptomum chiipky. Typickymi symptomy jsou malatnost, bolest
zad a hlavy, nevolnost, celkova vycerpanost a horecka pohybujici se od 38 °C vyse (Hombach
J. et al., 2017). Dale nastava obdobi bez zvysSené teploty a vétsinou i bez dalSich pfiznaka,
které trva zpravidla 20 dni. Nasledné nastava druhd infek¢ni faze, pti které dojde k nahlému
zvySeni teploty a objevuji se pfiznaky zavazn€jsi nez v prvni infekcni fazi. U 50 % piipadu se

vyviji onemocnéni centralni nervové soustavy jako jsou meningitida s pleocytozou. U dalSich



asi 40 % pripadu jsou priznaky zavaznéjsi, zahrnujici encefalitidu, paralyzu a/nebo otupélost.
Meningoencefalomyelitida oznaovana také jako nejhorSi pfiznakova nemoc TBEV se
vyskytuje piiblizné u 10 % pacientti vétSinou starSiho véku. Naptiklad paralyza se objevi mezi
péti a deseti dny od zacatku druhé faze, ktera se nejCastéji vyskytuje v oblasti ramen. Riziko

dlouhodobych nasledkt se zvySuje se zavaznosti onemocnéni (Hombach J. et al., 2017).

1.2 Molekularni a geneticka charakteristika TBEV

1.2.1 Stavba virionu

Virion TBEV je kulovity o velikosti mezi 40-60 nm, obaleny lipidovou vrstvou.
Zakladni stavba virionu je znazornéna na obr. 4. Uvnitf virionu se nachazi genom viru tvofen
jednim vlaknem RNA o pozitivni polarité a délce 11 kb (Mansfield K. L. er al., 2009).
Povrchové proteiny tvofi heterotetramery, které jsou usporadany tésné vedle sebe a tvori
ikosahedraln¢é symetricky povrch virionu. Mezi povrchové proteiny virionu patti kapsidovy
(C), obalovy (E) a membranovy (M) protein. E protein ma ve své struktufe antigenni zahyb
zprostiedkovavajici vazbu na hostitelské receptory (Mansfield K. L. ez al., 2009; Pulkkinen L.
L. A.etal., 2022).

M protein

E dimer

() e Genomic RNA

T=3-like organization
of surface dimers
Obrazek 4.: Struktura virionu viru klistové encefalitidy (Mukhopadhyay M., Bhaumik P., 2016).

Struktura genomu TBEV je znazornén na obr. 5. Genom obsahuje jeden otevieny Cteci
ramec (ORF) ohrani¢eny nekodujicimi useky na 5” konci o délce 131 nukleotidii (nt) a 3" konci
0 délce od 31 do 728 nt. Tyto useky pravdépodobné slouzi k amplifikaci genomu, translaci
a/nebo jeho sbaleni v kapsidé. Samotny Cteci ramec koduje polyprotein o velikosti 3414
aminokyselin. Polyprotein je dale zpracovan do tii strukturnich proteina (C, E a M) a sedmi

nestrukturnich (NS) proteind (Velay A. er al, 2019). Mezi NS proteiny patii NS1



(glykoprotein), NS2A, NS2B (soucdst protedzy), NS3 (protedza, helikdza), NS4A, NS4B a
NS5 (RNA-dependentni polymeraza) (Mansfield K. L. et al., 2009).

A 5UTR 3UTR

plrM NS2A NS28B NS4IANIS4B
m7Gpp C E |NSt NS3 NS5 oH

Obrazek 5.: Schéma genomu viru klistové encefalitidy s vyznacenymi strukturnimi a nestrukturnimi proteiny
(Slonchak A., Khromykh A. A., 2018).

1.2.2 Zivotni cyklus TBEV

Pocatecni infekce a replikace viru probiha v koznich buikéach hostitele v misté
kousnuti klistétem (Hombach J. et al, 2017). Do bunék CNS, které jsou cilovymi
kompetentnimi butikami infekce a propagace TBEV, je virus z mista prisati kliStéte pfenesen
burtkami imunitniho systému (Fares M. et al., 2020). Protein E interaguje s bunénymi
receptory a zprostfedkovava fuzi viru a bunéné membrany. E proteiny se vyskytuji volné na
povrchu viru spole¢né s fiznim peptidem. Po rozpoznani receptoru na povrchu hostitelské
bunky dochazi k endocytoéze a vstupu viru do buriky. Nasledkem endocytézy dochazi k
acidifikaci vnitiniho prostoru buriky, které zptisobi nevratnou konformacni zménu endozomu.
Fuzni peptid je nasledné nasmérovan k endozomalni membran€, coz vede ke splynuti peptidu
s endozomalni membranou a uvolnéni infek¢niho virového genomu do cytoplazmy. Replikace
viru probiha ve vaccich vytvorenych z endoplazmatického retikula (ER), kterymi virus puci a
poté pokracuje v transportu sekreni drahou. Sestaveni viru nastavad v ER, kde kapsidovy
protein (C) sbali genom RNA do nukleokapsidi. Nastava sestaveni virového obalu, jez
obsahuje prekurzory pro proteiny M a E. Tyto proteiny puci z nukleokapsidu do lumenu ER,
coz vede k tvorbé nezralych, neinfek¢nich virionti. Poté jsou prekurzory pfeménény na protein
M, ¢imz vyzraje virion. Infekéni zralé viriony se uvoliuji z buriky fizi transportnich vackt

s plazmatickou membranou hostitelské buriky (Velay A. et al., 2019).

1.3  Subgenomova flavivirova RNA (sfRNA)

Cteci ramec gRNA je ohranigen netranslatovanymi useky (untranslated region, UTR)
5°UTR a 3"UTR (Velay A. et al., 2019). Soucasti 3'UTR je sfRNA, jez je znazornéna na obr.
6. Délka sfRNA je zdvisld na délce genomového 3° UTR konkrétniho viru a pohybuje se
v rozmezi 0,3 — 0,5 kb (Silva P. A. G. C. et al., 2010).



sfRNA se nachazi v genomu vétSiny Flaviviru jako je naptiklad WNV nebo YFV. Déle
se sSfRNA vyskytuje v genomu viru encefalitidy Murray Valley (MVE), DENV (Pijlman G. P.
et al., 2008), viru Zika (Akiyama B. M. et al., 2016) a TBEV (Sakai M. et al., 2015).

1.3.1 Vznik sfRNA

V prabéhu infekce viru dochazi ke vstupu viru do burky s naslednou expresi virového
polyproteinu a replikaci jeho gRNA. Po uvolnéni gRNA do cytoplasmy dochdzi k odstranéni
Cepicky z 5'UTR gRNA pomoci enzymu odstranujicich ¢epicku (DCP1/DCP2) a helikazy.
Daéle nastdava degradace Cepicky hostitelskou exoribonukleazou XRN1, ktera stépi genom od
5’UTR k 3"UTR (Villordo S. M. et al., 2016; Clarke B. D. er al., 2015). 3 UTR se sklada ze
sekundérnich struktur (Obr. 6.), jinak znamych jako XRN1 rezistentni elementy (xrRNA).
xrRNA elementy maji velikost 193 nt a spojuji se do konstruk¢énich smycek (SL). Tyto ¢asti
jsou dulezité pro replikaci gRNA (Funk A. et al., 2010). Sekundarni struktury v 3"'UTR také
umoziuji nekompletni degradaci gRNA a tim vznik sfRNA (Clarke B. D. et al., 2015; Funk
A. et al., 2010). SL-II vyznaCena na obr. 6. je sekundarni struktura zpiisobujici zastaveni

XRN1 v ptipadé¢ TBEV (Clarke B. D. et al., 2015).
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Obrazek 6.: Proces vzniku sfRNA. Spodni ¢ast obrazku ukazuje strukturu 3’'UTR se svymi sekundarnimi a
tercidrnimi strukturami a se Sipkou oznacujici umisténi sfRNA (Clarke B. D. et al., 2015).

s A
STRNA

1.3.2 Funkce sfRNA

Jak jiz bylo feCeno, sfRNA zabranuje Stépeni gRNA TBEV aktivitou XRNI1 a
endonukledzy Dicer. Dicer je endonukledza z rodiny RNaz III, ktera hraje dualezitou roli
v procesu RNA interference bud’ pti regulaci genové exprese, degradaci endogennich miRNA
prekurzord na 21-23 nukleotidové miRNA nebo v draze protivirové bunécné obrany $tépenim

exogenni virové dsRNA za vzniku siRNA. U obratlovct sfRNA zpisobuje inhibici interferon-
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o/f odpovédi a indukuje apoptdzu. Inhibice interferonu-o/p je zprostfedkovana spojenim
s TRIM 25. TRIM 25 je RNA véazajici protein a je soucasti signalizacni drahy aktivujici
imunitni odpoveéd’ na infekci. Dal§i moznost inhibice odpovédi interferonu-o/f nastava po
napojeni sfRNA na molekuly CAPRIN, G3BP2 a G3BPI. V neposledni fadé¢ je sfRNA
zodpovédna za virovou patogenitu, hostitelskou adaptaci na virus a vznik novych patogennich

kment (Slonchak A., Khromykh A. A, 2018).
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Obrazek 7.: Upravené schema vlivu sfRNA na hostitele (Slonchak A., Khromykh A. A., 2018).

1.4 Metoda dot-blot
Metoda dot-blot je jednoduchd, kvalitativni, ale i semikvantitativni a rychla diagnostickd
metoda pouzivana k detekci specifickych proteinovych nebo nukleotidovych sekvenci ve
zkoumaném vzorku. Metoda je pouzitelna pro velké mnozstvi vzorka (Henry Sum M. S. et
al., 2017; Stott D. 1., 1989). Metoda dot-blot, stejné jako dalsi hybridiza¢ni techniky, funguje
na principu specifické vazby segmentd nukleovych kyselin, tzv. prob nebo protilatek ke
komplementarni molekule nukleové kyseliny nebo k proteinu ve studovaném vzorku. Préby
jsou pouzivany k prikazu pritomnosti komplementarni sekvence DNA, RNA nebo
oligonukleotidi ve vzorku naneseném na membrané. Membran je nékolik typa v zavislosti na
typu polymeru pouzitého pro jejich vyrobu. Pro ucely hybridizacnich technik se nejcastéji
pouzivaji nitrocelulozova (Stott D. 1., 1989), nylonovéd (Reed K. C., Mann D. A., 1985) a
polyvinyliden difluoridovd membrana (PVDF) (Chabraoui F. et al., 1993).
Metodu dot-blot 1ze vyuzit i k detekci antigend, protilatkové aktivity na membrané
nebo ji Ize pouzit jako kvantitativni metodu pro urCeni koncentrace antigent (Stott D. 1., 1989).
Jednou =z dalSich moznosti pouziti této metody je také identifikace raznych druhd

mikroorganismi (Stott D. 1., 2000).



1.4.1 Obecny postup

Pro zjednoduseni bude nasledujici popis omezen na detekci nukleovych kyselin.
Nejprve musi byt vzorek nukleové kyseliny pfed nanesenim denaturovan, aby doslo
k rozpojeni dvouvlakna DNA nebo sekundérnich struktur RNA, a sekvence nukleové kyseliny
tak mohla byt zcela pfistupna hybridizaci préby. Poté je vzorek nanesen na membranu bud’
nakdpnutim nebo filtraci vzorku pfes membranu pomoci vyveévy/vakuové pumpy, kde jsou
vzorky nechdny k zaschnuti. Vzorky v podobé tecek (dot) se nechaji zaschnout a pro pevné
pfilnuti nukleové kyseliny na membranu dochazi k jeji imobilizaci na membrané pomoci UV
zafeni. Po imobilizaci dojde k prehybridizaci a poté k samotné hybridizaci znacené proby.
Prehybridizace slouzi k blokaci nespecifickych molekul na membrané i ve vzorku ke kterym
se znaCena proba nebo konjugat reportérové molekuly mize nespecificky vazat a vytvaret tak
nespecificky signal. Prehybridizace 1 hybridizace probihaji za zvySené teploty a po urcitou
dobu, zpravidla od 30 min az po né€kolik hodin. V hybridiza¢nim roztoku se nachazi znacena
proba. Poté dochdzi k promyvéni a k zobrazeni hledanych RNA nebo DNA sekvenci, pomoci
ptfimo znacenych prob (Bergmans H. E-W. et al., 1988; Brown T., 1993). V ptipadé€ nepiimého
znaeni proby nukleotidy vazanymi s hapteny, napf. biotinem nebo digoxigeninem (DIG)
(podrobnéji popsany nize), je dal§im krokem blokace membrany nespecifickym blokovacim
Cinidlem pro zamezeni vzniku nespecifickych interakci protilatky nebo streptavidinu
(podrobngji popsan nize) s membranou ¢i zkoumanym vzorkem. Nasleduje prevrstveni
membriny konjugitem reportérové molekuly s protilitkou nebo streptavidinem a poté

nasleduje zobrazeni signélu dle typu reportérové molekuly (Stott D. 1., 2000).

1.4.2 Typy prob a zkoumaného vzorku

Jak jiz bylo vySe zminéno, proby slouzi k detekci hledané DNA, RNA nebo
oligonukleotidové sekvence. Proby se déli v zavislosti na typu a délce nukleové kyseliny na
DNA, RNA a oligonukleotidové proby (Stott D. 1., 1989). Nize jsou uvedeny pouze DNA a
RNA proby.

1.4.2.1 DNA proéba

Mezi nejpouzivangjsi DNA proby patii dvou-fetézcova kopy DNA (ds cDNA) nebo
jedno-tetézcova DNA (ssDNA). dsDNA proba je méné termodynamicky stala nez RNA
proba, coz je tfeba zohlednit pfi navrhovani hybridiza¢nich podminek, jak je uvedeno

v nésledujicich kapitoldch.



1.4.2.2 RNA proéba

RNA préby jsou syntetizovany in vitro transkripci z linearizovaného, plazmidového,
templdtového DNA fetézce pomoci DNA-dependentni RNA polymerdzy, kterd zahajuje RNA
syntézu v misté€ promotort na linearizovanych plazmidech (Altar C. A. et al., 1989; Wages J.
M., 2005). Vyhodou RNA préby je, ze vytvati vysoce stabilni vazbu s cilovou molekulou.
Jejich nevyhodou je, ze dochdzi Castéji ke vzniku nespecifickych vazeb a tim se vytvari

nespecifické pozadi béhem detekce (Farrell R. E., 2010).

1.4.3 Zpusoby znaceni DNA proby

Kazda z prob je znacena pomoci molekul, jejichz pfitomnost 1ze nasledné detekovat
pfimymi 1 nepfimymi technikami. Pfimo znacené proby mohou byt pouzity k
ptimé identifikaci. Pti nepiimé detekci se na probu navaze molekula se schopnosti specifické
vazby na znacici molekulu navazanou v probé. Tato molekula je vazana v konjugatu s
reportérovou molekulou, jejiz pfitomnost lze nasledné detekovat vhodnou technikou.
Nasledujici podkapitoly uvadéji zptasoby znaceni DNA prob pouzivanych v této studii. Mezi

ostatni znaceni, které neni nize zminéno patfi znaceni 5° a 3° konce.

1.4.3.1 Znaceni nahodnymi primery

Metoda znacCeni nahodnymi primery pracuje se smeési kratkych sekvenci
oligonukleotidii (primert) s ndhodnymi sekvencemi. Tyto primery nasedaji na DNA templat
na ndhodnych mistech a slouzi jako nahodné pocatky replikace pro pfitomnou DNA
polymerazu, ktera v pribéhu extenze zallefiuje do nové vznikajiciho komplementarniho
vlakna znacCené nukleotidy. ZnacCené nukleotidy jsou soucasti smeési s ostatnimi volnymi
neznac¢enymi nukleotidy. Oligonukleotidy se tedy béhem znacici PCR reakce stanou soucasti
proby. Proby mohou byt znaCeny radioaktivné, pomoci haptenti, nebo fluorochromt. Pro
znaceni nahodnymi primery je nejvhodnéjsi velikost templatové DNA 200-2000 bazi. Znaceni
ndhodnymi primery obvykle trvd 10-30 min (Farrell R. E., 2010).
1.4.3.2 Nick translace

Znaceni pomoci nick translace byla jedna z prvnich metod pouzitych pro znaceni
DNA. Nick translace je zalozend na nahodném nasedani DNazy I na DNA. DNaza I se pfi
velmi nizkych koncentracich pfipoji asi na 4-5ti nukleotidech DNA a provede rozstépeni cukr-

fosfatové vazby ve struktufe DNA za vzniku volné 5’-PO skupiny a 3°-OH skupiny, kterd
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muze nasledné fungovat jako 3’konec primeru. Nasledn€ dochazi k uplatnéni ptitomné DNA
polymerazy I, ktera je schopna se navéazat na vzniklé volné 3° konce a pfi zapojeni jeji 5°—3°
exonukleazové aktivity zaclefiuje volné nukleotidy pfitomné v reakénim roztoku v prab&hu
extenze nového komplementarniho DNA fetézce. Smeés volnych nukleotidi obsahuje vSechny
4 druhy nukleotidi a jeden z téchto nukleotidi je vazan bud’ ptimo k reportérové molekule
(vétsinou se jedna o néktery typ fluorochromu nebo radionuklidu inkorporovaného ve
struktufe nukleotidu) anebo k molekule specificky vazajici pouze jeden typ protilatky nebo

streptavidin. Reakce znaceni nick translaci obvykle trva maximalné 1 h (Farrell R. E., 2010).

1.4.3.3 Znaceni pomoci polymerazové retézcové reakce (PCR)

Tato metoda se pouziva prevazné pro syntézu prob, kde je k dispozici velmi malé
mnozstvi templatové DNA pro pfipravu proby. PCR produkty jsou znaCeny vétSinou jiz
béhem syntézy PCR amplikonu. PCR znaceni je v dnesni dobé velmi vyuzivano. Jeho

vyhodami jsou rychlost, specificita a efektivita reakce (Farrell R. E., 2010).

1.44 Typy reportérovych molekul

Proby 1ze znacit nékolika druhy molekul, které slouzi pfimo jako reportérové molekuly
nebo se jedna o specificky vazané konjugaty reportérovych molekul s protilatkami ¢i
proteinem specificky vazajicim konkrétni hapten (napf. avidinem/streptavidinem). Z tohoto
divodu lze tyto molekuly pouzit dle strategie znaceni prob pro ptimé nebo nepiimé znaceni.
Pti pfimém znaceni je proba znaCena pfimo fluorochromem, popf. radionuklidem, zatimco pii
nepiimé detekci je proba znacCena haptenem, ktery je nutné dale detekovat konjugitem
protilatky nebo specificky vazajiciho proteinu proti tomuto haptenu, ktery je vazany bud’
ptimo s fluorochromem nebo enzymem umoziujicim kolorimetrickou ¢i chemiluminiscen¢ni
detekci (Tijssen P., 1993). Mezi nejpouzivanéjsi reportérové molekuly patii radioizotopy,

biotin, DIG a fluorochromy, které jsou popsany nize.

1.4.4.1 Radioizotopy

Radioizotop je nestabilni atomové jadro, jez emituje energii Casticové radiace
v nekolika formach. Mezi né patfi o, B zafeni a elektromagneticka radiace ve forme y zateni
nebo radiaCni zafeni (Bavelaar B. M. er al., 2018). Radioizotopem mohou byt znaCeny
protilatky i nukleotidové proby. Mezi nejcastéji pouzité radioizotopy pro znaceni nukleotida

patii naptiklad 3H, 32P, 35S vyzatujici B zafeni. Vyhoda znaceni radioizotopy spociva
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v moznosti dlouhé expozice (1-2 tydny) a zarover je to nejcitliveéj$i metoda znaceni. Hlavni
nevyhoda znaceni radioizotopy je zdravotni riziko spojené s expozici radioaktivnimu zareni a
pii pouziti tohoto typu znaceni je tedy tfeba dbat piredepsanych bezpecnostnich opatfeni a
dodrZovat je v celém prubéhu prace s t€émito izotopy. Radioizotopy jsou detekovany pomoci

autoradiografie, kterd je popsdna v kapitole 1.5.1 (Stott D. L., 1989; Tijssen P., 1993).

1.4.4.2 Biotin

Biotin je organickd heterobicyklickd molekula sklddajici se z 2-oxohexahydro-1H-
thieno[3,4-d]imidazolu a navédzanou kyselinou valerovou na tetrtahydrothiofenovy prstenec
(Altaf M., Stoeckli-Evans H., 2013). Biotin je hydrofilni esencidlni vitamin B7, ktery
napomaha metabolismu proteinu, sacharidu a tukd, je také soucasti syntézy mastnych kyselin,
glukézy a aminokyselin (Raghu S., Sunita P., 2023).

Nejvice je pouzivan nukleotid s biotinem Bio-11-dUTP3, ktery funguje jako analog
deoxythymidintrifosfatu (dTTP). Bio v nazvu znamena, ze se jedna o molekulu s biotinem a
Cislo 11 udava pocCet atomid mezi samotnym biotinem a nukleosidovou cCasti molekuly.
Biotinem Ize znacit n€kolika zpusoby, z nichz nékteré jsou uvedeny v kapitole 1.4.3. Biotin je
specificky vazan streptavidinem ¢i avidinem, které jsou pouzivany nejcastéji ve formé
konjugatu s nékterou z reportérovych molekul, jako je alkalicka fosfataza (AP) nebo kienova
peroxidaza (HRP) ¢i fluorochrom, jejichz pifitomnost je mozné detekovat piislusSnym

substratem nebo detekci fluorescencniho zareni (viz nize) (Farrell R. E., 2010).

1.4.4.3 Digoxigenin (DIG)

DIG je 5B-kardinalit s hydroxidovymi substituenty v pozicich 3B-, 12p- a 14B-, coz
jsou steroidni hydroxidy. V molekule je naddle dvojnd vazba v mist¢ C(20) - C(22) (Kessle
C., 1991).

Nejvice je pouzivan nukleotid dUTP s DIG ve tvaru DIG-11-dUTP, ktery 1ze nasledné
detekovat anti-DIG-protildtkami konjugovanymi s HRP, AP ¢i fluorochromem. DIGem lze
znacit nekolika zpusoby, z nichz nékteré jsou uvedeny v kapitole 1.4.3. DIG je specificky
vazan anti-DIG protildtkou, kterd je vdzdna v konjugétu s reportérovymi molekulami AP a
HRP. Konjugat je nasledné mozné detekovat reakci s piisluSnym substratem nebo detekci

fluorescen¢niho zareni (viz nize) (Farrell R. E., 2010).
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1.4.4.4 Fluorochrom

Fluorochrom je molekula, jez je schopnd excitace po absorpci elektromagnetického
zatreni urCité vinové délky s naslednou emisi zafeni o delsi vinové délce (Mullins J. M., 2009),
podrobnéji popsano v kapitole 1.5.4.

Pro ucely znaceni fluorescencnich préb je fluorochrom konjugovan s nukleotidem nebo
pro nepiimé znaceni prob s avidinem, streptavidinem nebo protilatkou. Fluorochromy jsou
pouzivany nejcastéji ve vazbé FL-12-dUTP pro znaeni DNA a FL-12-UTP pro RNA.
Fluorochromem lze znacit né€kolika zptsoby, z nichz nékteré jsou uvedeny v kapitole 1.4.3

(Farrell R. E., 2010).

1.5 Metody detekce signalu znacené proby
Znacici molekuly lze detekovat pomoci n€kolika metod. Nize jsou uvedeny nékteré

z nich.

1.5.1 Radiograficka detekce

Princip radiografické detekce spociva v zachytu fotonu svétla, Castice B nebo y zafeni
uvolnénych pfi rozpadu radioaktivniho prvku na fotosenzitivnich filmech pokrytych krystaly
bromidu stiibrného. Oxidované molekuly bromidu stfibrného se nasledné redukuji za vzniku
kovového stiibra. NejCast€ji se pouzivaji dvouvrstvé rentgenové filmy, kterymi jsou
detekovany P ¢astice o vysoké energii, jez jsou emitovany napiiklad 3*P (Voytas D., Ke N.,

2002).

1.5.2 Kolorimetricka detekce

Kolorimetrickd detekce je jednoduchd a rychld metoda u niz je vyhodnoceni
pfitomnosti a intenzity signalu provedeno vizualné pomoci lidského oka nebo
spektrofotometricky (Wilson H. N., 1966). Béhem kolorimetrické detekce dochazi k reakci
reportérové molekuly se substratem, po jehoz rozstépeni vznikd viditelny produkt (Seo Y.,
2005). Kolorimetricka detekce se déli dle druhu reportérové molekuly, ke které je protilatka,
avidin nebo streptavidin vdzdna na HRP a AP systém.

HRP systém — Jako substrat pro HRP se nejcasteji pouziva 3,3 -diaminobezidin
(DAB), 4-chloro-1-naftol, 3-Amino-9-etylkrabozol (Rodig S J., 2019; Vazquez-Alvarado M.
et al., 2023) a 3,3 ,5,5 -Tetramethylbenzidine (TMB) (Frey A. et al.,2000). étépeni substratu
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probiha za piitomnosti H>O2, kde HRP katalyzuje oxidaci substratu za vzniku viditelného
produktu (Rodig S J., 2019). Barva vznikajiciho §tépného produktu je hnéda az Cerna.

AP systém — Jako substrat pro AP se nejCasteji pouziva 5-bromo-4-chloro-indyl fosfat
(BCIP) a chlorid nitrotetrazoliové modii (NBT). AP béhem reakce se substratem hydrolyzuje
BCIP za vzniku indoxylu, ktery je oxidovdn NBT a dochazi ke vzniku indigové barvy. NBT
je redukovédno za vzniku diformazanu, ktery je modry. Kombinaci indigové a modré barvy
vznika fialovo-modry barevny produkt. Reakce AP s BCIP a NBT nema rychly prubéh, coz
vytvari moznost lep§i kontroly nad vyvojem celé reakce (Samar K. K., 2014). Pomoci
nékolikanasobného znaCeni 1ze AP postupné konjugovat s riznymi substraty, kdy kazdy

Stépny produkt ma jinou barvu (Blake M. S. et al., 1984; Kurien B. T. et al., 2003).

1.5.3 Chemiluminiscen¢ni detekce

Chemiluminiscencni detekce je velmi citliva metoda, pfi které fotony svétla spontanné
vystupuji z probihajici chemické reakce substratu, kterd je katalyzovédna konjugiaty HRP a AP
(Samar K. K., 2014). Nejcast&ji pouzivanymi substraty pro chemiluminiscencni detekci
pomoci HRP jsou luminoly a podobné cyklické diacylhydrazidy. V pfitomnosti peroxidu
vodiku HRP reaguje s luminolem za vzniku excitované formy luminolu 3-aminoftaldtu, ktery
emituje zafeni o vinové délce 425 nm. Vznikajici fotony je mozné detekovat pomoci dlouhé
expozice citlivé CCD kamery (Bronstein L. ef al., 1995). Nejcitlivéj§imi substraty pro AP jsou
3-(2'-Spiroadamantane)-4-methoxy-4-(3"-fosforyloxy)fenyl-1,2-dioxetan (AMPPD) a analog
S-chloro-derivatu (CSPD). AP defosforyluje substraty za vzniku fenoxidového meziproduktu
(Kricka L. J, 1996). Detaily reakce AP se substraty nejsou uvedeny, jelikoz

chemiluminiscencni detekce pro tento konjugat nebyla v této praci provadéna.

1.5.4 Fluorescen¢ni detekce

Fluorescen¢ni detekce je snadnd a velmi citlivda metoda vyuzivajici schopnosti
nekterych sloucenin emitovat fluorescencni zateni nasledkem ozatfeni a absorpce excitujiciho
elektromagnetického zafeni. Pii ozareni téchto slouenin, nejCastéji ultrafialovym zafenim,
dochazi k excitaci valen¢nich elektront do vyssich energetickych hladin odkud se elektrony
okamzité vraci zpatky do hladin o nizsi energii. Elektron vracejici se do hladin o nizsi energii
emituje elektromagnetické zafeni, jehoz vinova délka je vzdy delsi nez vinova délka zareni

molekulou absorbované. Fluorescenéni molekuly vyuzivané v biologickém nebo fyzikalnim
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vyzkumu samostatné jako fluorescencni barvivo nebo v konjugatu ¢i v probéach se nazyvaji

fluorochromy (Demchenko A. P. et al., 2009).

1.6 Metoda Northern blot

Metoda Northern blot poskytuje kvantitativni a kvalitativni informace o studované
molekule RNA (Farrell E. R., 1993). Metoda Northern blot je zalozend na detekci
separovanych RNA molekul pomoci znacenych préb. Northern blot obvykle zacina izolaci
RNA, jeji elektroforetickou separaci v denaturacnim gelu a pfenosu separované RNA na
membranu. Mezi nejCastéji pouzivané gely na separact RNA patfi denaturacni mocovinovy
polyakrylamidovy gel s vysokym rozlisenim RNA fragmentti az 1 nt (Green M. R., Sambrook
J., 2021) zatimco u denaturacniho agar6zového gelu je rozliSeni RNA fragmenti pocitano v
nizSich desitkach 30 nt (Green M. R., Sambrook J., 2022). RNA z gelu na membrénu je
prenasena tzv. difiznim blotovanim (kapilarnim, vakuovym) ¢i pomoci stejnosmérného
elektrického proudu. Nasledn€ dochézi k inkubaci membrany s probou, ktera se vaze na
cilovou molekulu. Nésledny postup je stejny jako u metody dot-blot popsany vySe v kapitole
1.4 (Lovatt D., Eberwine J., 2013).

2 Cil prace

Cilem této prace bylo optimalizovat senzitivitu a specificitu signalu znacené proby proti
sfRNA v bunécné linit DAOY HTB-186 transfekované sfRNA a infikované TBEV Hypr.

Konkrétnimi cili bylo zavedeni a optimalizace protokolu metody dot-blot pomoci
hybridizacni proby zacilené proti transkriptim lidského ,houskeeping™ genu poly (A)
polymeréza alfa (PAPOLA) a Aktin B, v jejichz struktufe se nenachazi zadné komplikované
repetitivni sekvence s tendenci k formovéni sekundarnich struktur.

Dalsim cilem byla aplikace optimalizovaného protokolu metody dot-blot k detekci sSfRNA
TBEV Hypr v RNA ziskané z bunééné linie DAOY HTB-186 transfekované sfRNA nebo
infikované TBEV Hypr.

Doprovodnym cilem byla optimalizace metody gqRT-PCR k ovéfeni pfitomnosti a
mnozstvi sSfRNA v bunécné liniit DAOY HTB-186 transfekované sfRNA nebo infikované
TBEV Hypr.
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3 Metody

3.1 Invitro transkripce sfRNA

In vitro transkripce sfRNA probihala za pouziti pcDNA DEST40 plazmidu obsahujiciho
3* UTR konec genomu TBEV Hypr (obr. 8) (déle jen sfRNA plazmid) a kontrolni plazmid
nesouci MBP pcDNA DEST40 HDVr MBP (obr. 8). In vitro transkripce byla provedena

pomoci HiScript™ T7 High Yield RNA Synthesis Kit (NEB) dle protokolu vyrobce.

inse:

Obrizek 8.: Schéma plazmidu pcDNA DEST40 obsahujici ﬁypr (obsahujici sTRNA) a HDVr (obsahujici MBP)
inserty.
3.2 Transfekce bunécné linie DAOY HTB-186 s in vitro transkribovanou sfRNA

K transfekci byla pouzita bunécna linie lidského meduloblastomu (DAOY HTB-186).
Bunécna linie DAOY HTB-186 byla ziskdna z biopsie nadoru odstranéného ze zadni dutiny
lebecni ctytletého jedince (Jacobsen P. F. et al., 1985). Bunécna kultura byla kultivovana
v DMEM s nizkym obsahem glukézy a ptidavkem 10% fetalniho bovinniho séra (FBS), 1%
L-alanyl-L-glutamin, a 1% smési antibiotik a antimykotik (Amphotericin B 0,25 pg/ml,
Penicilin G 100 units/ml, Streptomycin 100 pg/ml) (dale jen médium) pii 37°C a 5% CO:s.

Buriky byly nasazeny 24 h pfed transfekci na 6-jamkovy panel v koncentraci 500 000
bunék/ml v 1 ml média. Po 24 h minimalné 30 min pred samotnou transfekci bylo buitkam
vyménéno medium. Transfekce byla provedena za pouZiti Polyjet™ In vitro DNA
Transfection Reagent (SignaGen Laboratories) dle protokolu vyrobce. Pro kazdou jamku 6-
jamkového panelu byla pfipravena transfekéni smés nasledujicim zpasobem: 1 pg
transkribované RNA bylo smichano se 100 ul DMEM s vysokym obsahem glukézy. Déle bylo
smichano 3 pl transfekcniho reagens se 100 ul DMEM s vysokym obsahem glukézy. Nakonec
byla smés DMEM s transfekénim reagens pfimichana ke smési DMEM s transkribovanou

RNA v tomto potadi a vysledny mix byl inkubovan pfi pokojové teploté po dobu 10-15 min
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Po uplynuti inkubace byl transfekéni mix pomalu nakapan do jamky k buiikkdm. Transfekce
probihala po dobu 48 h pii 37°C v inkubatoru s atmosférou sycenou 5% CO». Po uplynuti
inkubace byly transfekované buiky sklizeny a pouzity pro izolaci RNA. Izolace RNA
probé&hla dle protokolu uvedeného v kapitole 3.4.

3.3 Infekce bunécné linie DAOY-HTB 186 virem TBEV Hypr

K infekci virem TBEV kmene Hypr byla pouzita bunécna linie DAOY-HTB 186. Den
pred infekci byly nasazeny 2 miliony bunék do kultiva¢ni lahvicky o kultivaéni plose 25 cm?.
Druhy den bylo z obou kultivacnich lahvicek odstranéno médium. Do jedné z lahvicek bylo
pridano Cerstvé médiem s piidavkem virové suspenze lyzatu bunek infikovanych virem TBEV
Hypr ve findln{ koncentraci 5 virovych ¢astic na 1 milion bunék (5 MOI). Do druhé kultiva¢ni
lahvicky bylo pfidano Cerstvé médium s pfidavkem stejného objemu lyzatu neinfikované
bunécné kultury, ktera byla pouzita ke kultivaci TBEV Hypr, tzv. mock kontrola slouzici
k odectu efektu pritomnosti samotného lyzatu buné€k na tkanovou kulturu v prabéhu infekce.
Nésledna izolace RNA zinfikovanych a neinfikovanych bunék probéhla dle protokolu

uvedeného v kapitole 3.4.

3.4 Izolace RNA
RNA byla izolovana pomoci RNA Blue ¢inidla (Top-Bio) dle pokynt vyrobce. Ziskana
RNA byla rozpusténa v 50 ul RNase free H>O. Koncentrace izolované RNA byla zmétfena

pomoci NanoPhotometer® Perl (Implen) a nasledné uskladnéna pii -80 °C.

3.5 Syntéza cDNA

Pro syntézu cDNA byl pouzit 1 pg RNA. Pred vlastni syntézou cDNA bylo provedeno
odstranéni DNA, k jejiz spole¢né izolaci bézné dochazi pii izolaci RNA, pomoci dsDNase
(Thermo Fisher Scientific) dle protokolu vyrobce. cDNA byla syntetizovdna pomoci
ProtoScript II First Strand cDNA Synthesis kit (NEB) dle protokolu vyrobce. K syntéze cDNA

byl pouzit Random Primer Mix.
3.6 Kvantitativni real-time PCR (qQRT-PCR)

qRT-PCR esej s fluorescencni probou k oveéreni ucinnost transfekce sfRNA nebo

infekce TBEV Hypr v bunécné linii DAYO HTB 186 byla provedena dle protokolu z
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publikace Schwaiger M., Cassinotti P., 2003 pomoci KAPA PROBE FAST Universal One-
Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems) (Tab I a II).

Tab. I: Reakéni mix pro qRT-PCR s pouzitim KAPA PROBE FAST Universal One-Step
gRT-PCR Master Mix (2x) (KAPA Biosystem). Predpis dany vyrobcem byl prepocten na

finalni reak¢ni objem 15 pl.

Cinidlo Objem [pl]
KAPA PROBE FAST qPCR Master Mix | 7,5
10puM Forward primer 0,075 (50nM)
10pM Reverse primer 0,45 (300nM)
Templatova RNA X (0,1 ug)
10pM proba 0,3
50x KAPA RT Mix 0,3
Nuclease free H20 Do 15 ul

Tab. II: Reak¢ni podminky pro amplifikaci vzorki pomoci KAPA PROBE FAST Universal
One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems).

Krok Teplota [°C] | Cas [min] | Po&et cykli
Reverse transkripce | 42 5 1
Aktivace enzymu 95 3 1
Denaturace 95 1 40
Annealing/extenze 60 0,5

Dale byly pouzity reakéni mixy bez proby KAPA SYBR® FAST One-Step qRT-PCR
Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems) (Tab. IIl a IV) a qPCR 2x SYBR Master Mix (Top-
Bio) (Tab V a VI). Kazd4 qPCR byla provedena dle protokolu vyrobce.

Tab. III: Reakéni mix pro qRT-PCR s pouzitim KAPA SYBR® FAST One-Step qRT-PCR

Master Mix (2x) (KAPA Biosystems). Pfedpis dany vyrobcem byl prepocten na finalni

reak¢ni objem 15 pl.

Cinidlo

Objem [pl]

KAPA SYBR FAST ¢PCR Master Mix (2x) Universal

7.5

10pM Foward primer

0,075 (50nM)

10pM Reverse primer

0,45 (300nM)

50x KAPA RT Mix 0,3
Templatova RNA X (0,1 ug)
Nuclease free H20 Do 15 pl
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Tab. IV: Reak¢ni podminky pro amplifikaci vzorki pomoci KAPA SYBR FAST qPCR
Master Mix (2x) Universal (KAPA Biosystems).

Krok Teplota [°C] | Cas [min] | Poéet cykli
Reverse transkripce 42 5 1
Aktivace enzymu 95 3 1
Denaturace 95 1 40
Annealing/extenze 60 0,5
Tani 50-99 NavySovani 0 0,5 °C/ 30 s

Tab. V: Reakéni mix pro qPCR s pouzitim 2x SYBR Master Mix (Top-Bio)

Cinidlo Objem [ul] | Objem [pl]
qPCR 2x SYBR Master Mix | 12,5 12,5
S0uM Foward primer 1 0,125 (50nM)
S0uM Reverse primer 1 0,75 (300nM)
Templatova DNA X (1 pg) 4
Nuclease free H20 Do 25 ul Do 25 ul

Tab. VI: Reak¢ni podminky pro amplifikaci vzorki pomoci qPCR 2x SYBR Master Mix
(Top-Bio)

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Iniciacni denaturace | 94 5 min 1
Denaturace 94 10s
Annealing 57-60 10s 40-45
Extenze 72 20-30 s/kb
Tani 50-99 NavySovani 0 0,5 °C/ 30 s

Finalni koncentrace a teploty nasedani primerd byly stanoveny autorem primerd. V
pfipadé vlastnich primerti byly teploty nasedani primeri vypocteny fyzikalnim modelem
pouzivanym nastrojem Oligo Analyzer tool (IDT DNA) a dale ovéfeny experimentalné.
Pouzita finalni koncentrace téchto primert byla 300nM a v pfipadé potieby optimalizace
ucinnosti primert byly hodnoty finalni koncentrace vybrany dle vysledkt optimalizacnich
experimentt. Optimalizace eseje pro kvantifikaci sSfRNA pomoci qPCR byla predmétem této
prace a jeji vystupy jsou podrobné popsany v kapitole vysledky (4.1). VSechny qPCR reakce
byly provedeny a analyzovany v pfistroji CFX96 Real-time PCR detection systém pomoci
software CFX Manager verze 3.0 (Bio-Rad).

Schéma pozic primert v sfRNA sekvenci jsou zobrazeny v obr. 9. Dalsi vlastnosti

primert jsou popsany v Tab VII a Tab. VIIIL.
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Obrazek 9.: Schéma pozic primeri v sfRNA sekvenci.

Tab. VII. Prehled prob a primert pro pfipravu reakénich smesi qRT-PCR.

Gen Nazev primeru Sekvence primeru 5¢—3¢
sfRNA_F CGAACATGGTGCATGAAAAGGG
sfRNA_RS CCTCTACCGAGGGGGAATTTTGT
sfRNA_FI1 GCCGAACATGGTGCATGAAA
sfRNA_F3 TTGGCAGCTCTCTTCAGGATTT
STRNA sfRNA_R2 TGCCAATTTCTCTCTTCCCTCC
TBEI F GGGCGGTTCTTGTTCTCC
TBEI R ACACATCACCTCCTTGTCAGACT
TBE-probe-WT | TGAGCCACCATCACCCAGACACA
MEP MBP_F2 CCGCTGGGTGCCGTA
MBP_RI1 GACAGTCTGACGACCGCTG

Tab. VIII. Prehled kombinaci primert a pfislusnych podminek PCR pro piipravu reakcnich

smesi gqRT-PCR.

Kombinace primeri Délka Annealingova | Doba
amplikonu [bp] | teplota [°C] extenze [s]
sfRNA_F x sfRNA_RS5 122 57 20
sfRNA_F1 x sfRNA_RS5 124 57 20
sfRNA_F3 x sfRNA_RS5 | 58 57 20
sfRNA_F x sfRNA_R2 70 57 20
TBEI F x TBE1 R 68 60 20
MBP_F2 x MBP_R1 75 60 20

V predchozich tabulkach jsou uvedeny ptedpisy reakénich mixt a reakénich podminek pro
gRT-PCR esej s pouzitim TagMan proby TBE-probe-WT (znacené 5° FAM a 3° BHQI) a
parem primeri TBE1 F A TBE1 R dle publikace Schwaiger M., Cassinotti P., 2003.

Koncentrace a reak¢ni podminky ostatnich primera byly pfedmétem optimalizaci uvedenych

v kapitole 4.1.2.

3.7 Elektroforeticka separace

Pred pouzitim PCR produktu a znaCenych prob v dalSich experimentech doslo k

jejich kontrole elektroforetickou separaci v 3% agar6zovém gelu. Vzorky byly smichdny s 6x
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DNA-loading buffer obsahujicim fluorescen¢ni interkalacni barvivo GelRed® Nucleic Acid
Gel Stain 10 000x in water (Biotium). GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo Fisher
Scientific) byl pouzit jako velikostni referencni standard. Elektroforeticka separace probihala
10 min pii 90 V z divodu plynulejsiho pfechodu DNA z nanaseci jamky do struktury gelu a
nasledné 45 az 90 min pii 120 V. Po ukonceni elektroforézy byla separovana DNA v gelu
zobrazena v pfistroji G-box Chemi XX6 (SYNGENE).

3.8 1Izolace PCR produktu z gelu

PCR produkt byl vykrojen z agarézového gelu po elektroforetické separaci pomoci
vydezinfikovaného skalpelu na platformé opatfené UV lampou v pfistroji G-box Chemi XX6
(SYNGENE). Pro izolaci PCR produktii z gelu byl pouzit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-
up kit (Macheray-Nagel). Izolace byla provedena dle protokolu vyrobce. Koncentrace
izolovaného PCR produktu byla zmé&fena pomoci NanoPhotometer® Perl (Implen). Izolované

PCR produkty byly uskladnény pfi -20 °C.

3.9 Syntéza amplikonu pro pripravu DNA préb

Amplikony pro piipravu DNA préb komplementdrnich k lidskému genu PAPOLA,
Aktin B a sfRNA byly piipraveny pomoci OneTaq® Hot Start DNA polymeriza (NEB) (Tab.
IX) a Q5® Hot Start High-Fidelity DNA polymeridza (NEB) (Tab. XI). Vsechny PCR

OTM

probihaly dle pokynt vyrobce pfislusnych Taq polymeraz v pfistrojich T10 Thermal

Cycler (Bio-Rad) nebo Biometra TRIO (Analytik Jena).

Tab. IX: Reakcni mix pro PCR s pouzitim One Taq Hot Start DNA polymerazy pro objem
reakce 25 pl.

Cinidlo Objem [pl]
5x One Taq Standard Reakéni pufr | 5
10mM dNTPs 0,5
10pM Foward primer 0,5
10pM Reverse primer 0,5
Templatova DNA X (1 pg)
One Taq Hot Start DNA polymeraza | 0,125
Nuclease free H20 Do 25 pl
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Tab. X: Reak¢ni podminky pro amplifikaci PCR produktt pomoci One Taq Hot Start DNA

polymerézy
Krok Teplota [°C] | Cas [s] | Poéet cykli
Inicia¢ni denaturace/aktivace enzymu | 94 30 1
Denaturace 94 30
Annealing 45-68 15-30 30
Extenze 68 1 min/kb
Finalni extenze 68 5 1

Tab. XI: Reak¢éni mix pro PCR s pouzitim Q5 High-Fidelity DNA polymerazu pro reakéni

objem 25 pl.
Cinidlo Objem [pl]
5xQS Reak¢ni pufr 5
10mM dNTPs 0,5
10pM Foward primer 1,25
10puM Reverse primer 1,25
Templatova DNA X (I ng-1pg)
Q5 High-Fidelity DNA Polymeraza | 0,1
5x QS High GC Enhancer 5
Nuclease free H20 Do 25 pl

Tab. XII: Reak¢ni podminky pro amplifikaci PCR produktl pomoci Q5 High-Fidelity DNA

polymerézy
Krok Teplota [°C] | Cas [s] | Poéet cykli
Inicia¢ni denaturace/aktivace enzymu | 98 30 1
Denaturace 98 5-10
Annealing 50-72 20-30 30
Extenze 72 20-30/kb
Finalni extenze 72 2 1

Navrzeni proby pro sfRNA sekvenci bylo obtizné, protoze sfRNA obsahuje tzv. stem
loop (SL) subdomény, které v sfRNA tvoti sekundarni struktury. Anotované SL struktury
v obr. 10 nize jsou odvozeny zjiz dfive predikovanych SL struktur pfibuznych flavivira
(Pijlman G. P. et al., 2008). Navrzeni proby v misté formovani sekundarni struktury by mohlo
zpusobit, Ze cilova sekvence proby bude formovat tuto strukturu a tim piestane byt pfistupna
pro hybridizaci proby. Proba pouzita v této praci je znazornéna na obr. 10. Prehled primert je

znazornén v Tab XIII.
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TBEV Hypr (TEU3.

BV NLCdverl (TEU27405) TNBCREI

Obrazek 10.: Schéma alignmentu sSfRNA TBEV Hypr a Neudorfl s umisténim sfRNA proby (tmavé modra) a
primeru pouzitych pro syntézu amplikonu pro pfipravu této proby (tyrkysova). Fialové anotované useky
znazoriuji umisténi SL subdomén v 3°UTR a hnédy usek znazorfiuje umisténi SFRNA obou kmenit TBEV.

Tab. XIII. Piehled primert a ptislusnych podminek PCR pro pripravu amplikond pro znaceni

hybridiza¢nich préb
Gen Nazev Sekvence primeru Délka Annealingova Doba
primeru 5¢—3¢ amplikonu [bp] | teplota [°C] extenze [s]
AAAAGGTGCTGA
PAPOLA mer TATTGATGCGT 292 56 30
PAPOLA R TACCCTGCAACC
GTTAAGACT
TTGCTCCTCCTG
Actp F
AGCGCAAG
i 1
Aktin B ACB R ATGCTATCACCT |0 6 33
© CCCCTGTGTGG
RNA F CGAACATGGTGC
SERAL L ATGAAAAGGG
CCTCTACCGAGG 122 37 20
JRNA SIRNARS | GGGAATTTTGT
GGGCGGTTCTTG
TBE1 F
TTCTCC 63 60 20
TBEL R ACACATCACCTC
CTTGTCAGACT

3.10 Piedisténi produkti enzymatickych reakei pomoci Sephadex™ G-50 Superfine

K piecisténi PCR produktii a znadenych DNA prob byl pouzit Sephadex™ G-50
Superfine, dle nasledujictho protokolu s pfedpisem pro piecisténi jednoho vzorku (PCR
produktu/znacené proby). Sephadex byl smichan s vodou zbavenou nukledz (DEPC H>0)
v poméru 0,05 g/800 pl a hydratovan pii 4 °C po dobu nejméné 45 min. Poté byla suspenze
promichéna a nanesena do ustfizené 1000 ul pipetovaci $picky s filtrem, ktera byla umisténa
v 1,5 ml mikrozkumavce, ¢imz wvznikla filtracni sestava pro pfipravu precistovaci
sephadexové mikrokolony. Pro vytvoreni sephadexového sloupecku bylo pfidano 400 pl
suspenze Sephadexu, ktera byla protlatena pretlakem vytvorenym pomoci pipetovaciho

dudliku, zatimco sephadexova matrice zustala zachyceny na povrchu filtru pipetovaci Spicky.
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Protlacend DEPC H>O byla z mikrozkumavky vylita. Stejny postup byl jesté 2x opakovan
$ 300 pl a nasledné se 100 pul sephadexové suspenze. Poté byla sephadexova mikrokolona
centrifugovana pii 1000 x g po dobu 2 min. Pipetovaci $picka se vzniklym sloupeckem
sephadexové matrice byla premisténa do nové 1,5 ml zkumavky. Na vznikly sephadexovy
sloupecek byl nanesen vzorek. Sephadexova mikrokolona s nanesenym vzorkem byla
centrifugovana pii 1000 x g po dobu 2 min. Na dné¢ mikrozkumavky sephadexové
mikrokolony byl ziskan precistény PCR produkt ¢i znacena DNA proba. Koncentrace
precisténého PCR produktu ¢ DNA proby byla zméfena pomoci NanoPhotometer® Perl
(Implen).

3.11 Priprava znacenych DNA proéb
Znacené DNA proby byly pouzivany v metodé dot-blot. Ke zna¢eni DNA byly pouzity

metody nick translace a znaceni ndhodnymi primery.

3.11.1 Nick translace
Nick translace slouzila ke znaCeni préb biotinem ¢i DIGem Reakéni smés pro nick
translaci byla pfipravena dle Tab. XIV. Piiprava reak¢ni smési a nasledné inkubace byly

provedeny dle publikace Kato A. et al., 2006.

Tab. XIV: Reak¢ni smés pro nick translaci (20 pl)

Cinidlo Mnozstvi [pl]

10x Nick Translation pufr | 2

0,1M B-Mercaptoethanol | 1

dNTPs 2

1mM biotin-dUTPs 0,4

DNA Polymeraza I 2

100x DNaza 0,5

~1 ng DNA X

Nuclease free H20 Do 20 pl

Smes byla inkubovana 1 h pfi 15 °C s naslednou inaktivaci enzymt 10 min pii 70 °C. Reak¢ni

smés byla precisténa metodou Sephadex™ G-50 Superfine (viz kapitola 3.10).
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3.11.2 Znaéeni ndhodnymi primery DecaLabel™
Znaceni ndhodnymi primery bylo provedeno pomoci Biotin DecalLabel DNA labeling
kit (Thermo Fisher Scientific) dle pokyna vyrobce. Ke znaceni bylo pouzito 1 ug pfislusného

amplikonu.

3.12 Dot-blot

Metoda dot-blot byla provedena za pouziti nékolika riznych protokoll, vCetné jejich
kombinaci. Pro prehlednost je na obr. 11 uvedeno zdkladni schéma protokolu, po némz
néasleduje detailni popis jednotlivych krokt s prfehledem reak¢nich podminek a pouzitych

pomiucek a chemikalii.

4. Nanaseci kontrola
1. Ptipravaa > metylenovou modri
nancsocm Prehybridizace = Hybridizace
vzorkil na
membranu 5.
Promyvani
7. \ 4
9-\/ lvani siondl 8. Inkubace s konjugatem 6.
yvoldvani signaiu Promyvani protilatky/Streptavidinu Blokovéni
reportérové molekuly a reportérové molekuly

Obrazek 11.: Schéma postupu metody dot-blot.

1. Priprava vzorku a naneseni vzorku na membrinu

Pottfebné mnozstvi nukleové kyseliny z kazdého vzorku bylo zfedéno DEPC H>O do
findlntho objemu 5 pl. Vzorky byly naneseny pifimo na piedvlhéenou nylonovou,
nitrocelul6zovou nebo PVDF membranu pomoci pipety. Pro velmi zfedéné vzorky byl pro
jejich naneseni na membranu pouzit Dot-Blotter (Cleaver Scientific Ltd). V pfipad€ pouziti
Dot-Blotteru bylo nutné vzorky ziedit DEPC H>O do findlnitho objemu 25-100 pl. Vzorky
RNA byly pfed nanesenim denaturovany pii 70 °C a DNA vzorky pii 95 °C oboji po dobu 3
min a okamzité zchlazeny na ledu. Vzorky po naneseni byly nechany lehce zaschnout a poté

byly na membran¢ zafixovany pomoci UV zafeni v piistroji UVP crosslinker (Analytik Jena).
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Schéma v obr. 12 znazortiuje druh vzorka a jejich vyznam v metodé dot-blot.

Druh vzorku l I Uziti

Zdroj sfRNA : | Cil pro hybridizaci sfRNA proby
1

I Negativni kontrola zdroje sSfRNA ;/I Kontrola specifity hybridizace sfRNA proby I
I gRNA :: Kontrola funkce nanaseci kontroly pomoci metylové modri I

I Préba : :: Kontrola pfitomnosti znaceni sSfRNA proby

I Zilioj bitinn : > Kontrola spravné funkce vyvolavani signalu reportérové
molekuly

I Zdroj lidské RNA : :: Cil pro hybridizaci PAPOLA/Actin 3 proby I

I Zdroj savci RNA : ;: Kontrola specifity hybridizace PAPOLA/Actin B proby I

Obrazek 12.: Schéma piehlednéji znazornujici druhy pouzitych vzorki uvedenych nize a jejich dlohu

béhem optimalizace metody dot-blot.

Seznam a popis pouzitych vzorku a v zavorce uvedeny zastupny zkraceny nazev

pouzivany v této praci:

a) RNA z bunécné linie A549 (RNA A549) — RNA z lidské bunéc¢né linie, ziskané
z rakovinné plicni tkané z vynatého nadoru 58letého muze (Sundararajan R. et al,
2014).

- tato linie byla kultivovana kolegy v laboratofi, ktefi mi poskytli bunénou
peletu 3x promytou PBS pro izolaci RNA.
b) RNA z bunécné linie PMJ2-R (RNA PMJ2-R) — RNA z mysi bunécné linie
ziskana infekci C57BL/6 mySi s J2 retrovirem nesoucim v-raf a v-myc onkogeny
(Rusanov A. L. et al., 2021).

-tato linie byla kultivovadna kolegy v laboratofi, ktefi mi poskytli bunécnou
peletu 3x promytou PBS pro izolaci RNA.
¢) RNA z bunécné linie DAOY HTB-186 (RNA DAOY) — RNA z lidské bunécné
linie ziskané z biopsie nadoru odstranéného ze zadni dutiny lebecni ¢tytletého jedince
(Jacobsen P.F. er al., 1985), jejiz kultivace je popsana v kapitole 3.2.
d) RNA z bunécné linie DAOY HTB-186 infikovana virem TBEV (infikovana
TBEYV) — pfiprava popsana v kapitole 3.3.
e) RNA z negativni kontroly infekce bunécné linie DAOY HTB-186 virem TBEV
(NK) — pfiprava je popsana v kapitole 3.3.
f) RNA z bunécné linie DAOY HTB-186 transfekovana sfRNA (transfek. sfRNA)
— pfiprava je popsana v kapitole 3.2.
g) RNA z bunécné linie DAOY HTB-186 transfekované MBP (transfek. MBP) —

negativni kontrola transfekce, jeji pfiprava je popsana v kapitole 3.2.
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h) Préba — kontrola spravného znaceni proby a jeho stability za podminek pouzitych
v metod¢ dot-blot.
i) Konjugat lektinu GSL-1 s biotinem ((Griffonia (Bandeiraea) Simplicifolia Lectin
I (GSL I, BSL I), Biotinylated; Vector Laboratories) (GSL-1) — kontrola spravné
funkce detekce signdlu reportérové molekuly biotinu.
J) RNA z trnuchy obecné (RNA trnucha) — kontrola spravné funkce detekce nanasect
kontroly za pouziti metylenové modfi.

- tato RNA byla izolovéana kolegy v laboratof ze vzorkt tkané Trnuchy obecné
pouzivané v jinych projektech laboratote.
k) Plazmid pUC19 (pUC) — pUC19 Vector (NEB) - kontrola spravné funkce detekce
nanasSeci kontroly za pouziti metylenové modri.
1) Plazmid PcMV (PcMYV) - PcMV T-7-Hypr-Rluc T-7 NEBulider DH5a. — kontrola
ucinnosti hybridizace sfRNA proby k sekvenci sfRNA nesené plazmidem.
m) Transkribovana sfRNA nebo MBP (transkrib. sfRNA/MBP) — pfipravené in
vitro transkripci popsané v kapitole 3.1, kontrola ac¢innosti hybridizace sfRNA a MBP
préb

2. Prehybridizace

Prehybridizace membrdny se vzorky probihala v 50ml centrifugaéni zkumavce v
hybridiza¢ni picce za konstantni rotace pii 42 °C ¢i 50 °C po dobu 30-60 min za konstantni

rotace.

3. Hybridizace

Hybridizace byla provedena v hybridiza¢nim roztoku, ktery byl pfipraven smichanim
prehybridizac¢niho roztoku s roztokem denaturované proby nebo byl vyroben roztok, ktery se
svym slozenim lisil od prehybridizacniho. Slozeni téchto roztoki bylo predmétem
optimalizace a jejich konkrétni slozeni je uvedeno v kapitole vysledky (4.2). Proba znacena
biotinem ¢i DIG byla denaturovana pii 95 °C po dobu 3 min. Membrdna byla inkubovana s
hybridiza¢nim roztokem v hybridiza¢ni picce za konstantni rotace pii 42 °C nebo 50 °C po

dobu 1 h az ptes noc za konstantni rotace.

4. Nanaseci kontrola pomoci Metylenové modri a GelRedu

Cast membrany s kontrolnimi vzorky uréenymi k detekci nanaseci kontroly byla

odstfizena a promyta v 96% etanolu po dobu 5-15 min pii pokojové teploté (RT). Dale byla
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promyta v DEPC H>O po dobu 3 min ptfi RT. Poté byla barvena roztokem metylenové modii
v 0,5M Na-acetitu (pH=5,2) po dobu 5-10 min. Nakonec byla membrina promyvana v DEPC
H>0, do momentu vzniku fialového signdlu v misté s nanesenou nukleovou kyselinou.
Nanaseci kontrola prob&hla po hybridizaci s pouzitim duplikatd testovanych vzorkt a také
s ostatnimi vzorky na membrané po vyvolani signalu reportérové molekuly.

Nanaseci kontrola po vyvolani signalu reportérové molekuly byla provedena pomoci
2x koncentrovaného interkala¢niho barviva GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 10 000x in
water (Biotium). Obarveni membrany trvalo 10 min a poté byl fluorescen¢ni signal barviva

GelRed s RNA na membrané detekovan v G-box Chemi XX6 (SYNGENE).

5. Promvvani po hybridizaci

Membrana byla nejprve promyta v 2xSSC a 1% SDS pifi RT po dobu 15 min Druhy
promyvaci krok byl proveden v 0,2xSSC, 0,1% SDS nebo 2xSSC a 1% SDS pi1 42 ¢i 50 °C

po dobu 15 min. Promyvéani probihalo v hybridiza¢ni picce za konstantni rotace.

6. Blokovani
Blokovani membrany probihalo v blokovacim roztoku pfi pokojové teploté po dobu

10 az 30 min za konstantni rotace.

7. Inkubace s konjugatem protilatky/Streptavidinu a reportérové molekuly

Konjugat streptavidinu s HRP nebo AP byl ziedén 1:1000-1:5000 v Cerstvém
blokovacim roztoku. Inkubace membrany v blokovacim roztoku s konjugdtem byla provedena

pfi pokojové teploté po dobu 1 h za konstantni rotace.

8. Promvvani po navazani konjugatu

Promyti membrany od nenavazaného konjugatu probihalo v promyvacim roztoku pfi

pokojoveé teploté ve 3-6ti krocich trvajicich 5-10 min za konstantni rotace.

9. Vyvolani signalu reportérové molekuly

Detekce  pritomnosti  reportérové molekuly bylo provedeno kombinaci
chemiluminiscen¢ni a kolorimetrické detekce. V nékterych pfipadech doSlo k vyvoldvani
signdlu pouze pomoci kolorimetrické detekce. Membrdna byla nejprve inkubovédna v

chemiluminiscenénim substratu Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad) a po
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zaznamenani luminiscen¢niho signalu v pfistroji G: Box Chemi XX6 (Syngene) byl substrat
odmyt v IXTBS + 0,1% Tween 20 po dobu 3x10 min pii RT. Signdl reportérové molekuly byl
doplitkové vyvolan pomoci kolorimetrické detekce pro HRP (Streptavidin-HRP Concentrated
(100x), AbClonal). Detekéni roztok byl slozen z 0,1IM Tris-HClI (pH=7,5) s 3,3‘-
diaminobenzidin tetrachlorid (DAB) (Roth) slouzici jako substrat. Kolorimetricka detekce pro
AP (Streptavidin, Alkaline Phosphatase (2x), Vector Laboratories) byla provedena v AP
vyvoldavacim pufru (50mM MgClz, 100mM NaCl, 100mM Tris-Cl, 0,5% Tween 20, pH=9,5),
s ptidavkem 66 pl NBT (BioChemica) v 70% DMSO a 33 ul BCIP (BioChemica) ve 100%
DMSO na 10 pl AP vyvolavaciho pufru.

3.13 Northern blot
Metoda Northern blot slouzila k odhaleni zdroje nespecifické hybridizace sfRNA proby
pozorované v metodé dot-blot.

K vytvoreni polyakrylamidovych mocovinovych gelt a elektroforetické separaci byl
pouzitmini-Protean Tetra Cell vertikdlni elektroforeticky systém (BioRad). Pfed samotnou
vyrobou gelu byly vSechny Casti aparatury, které pfichazi do pfimého kontaktu s gelem
(hfebinky, skla, tésnici pryze) namoceny v 0,1% SDS, nasledné v 75% etanolu a DEPC H>O
a nechdny oschnout. Pro elektroforetickou separaci byl vytvoten 12% polyakrylamidovy
separacni gel se 4% mocovinou (4,8 g mocoviny, 0,5 ml 10xTBE, 2 ml akrylamidu a doplnéno
DEPC H>O do 10 ml) o tloustce 1 mm. Pro uplné rozpusténi mocCoviny bylo nutné roztok
béhem piipravy zahfivat. Do zahtatého roztoku bylo pfidano 100 pl 10% peroxodisiranu
amonného (APS) (SERVA) (vyrobeného tésné pied piipravou roztoku a jeho nanesenim mezi
skla) a 7,5 wl N,N,N',N'-tetramethylethan-1,2-diaminu (TEMED) (SERVA). Poté byla smés
pfemisténa do predem vysusSené aparatury a byl vlozen hiebinek. Polymerizovany gel byl
ihned pouzit nebo byl umistén v chladnicce, zabalen do papirovych utérek navlhc¢enych DEPC
H>O. Pripraveny gel byl umistén do aparatury pro elektroforetickou separaci a vana byla zalita
0,5xTBE. Aparatura byla napojena do zdroje stejnosmérného elektrického proudu a nastavena
na 40 V na 10 min. Mezitim byly pfipraveny vzorky, které byly smichany s ekvivalentnim
objemem Gel loading bufferu II (Ambion, Applied Biosystems) a denaturovany pii 70 °C po
dobu 5 min. Obdobnym zptsobem byl denaturovan referen¢ni velikostni standard RiboRuler
High Range RNA ladder (Thermo Fisher Scientific) smichany s ekvivalentnim objemem
2xRNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific). Denaturované vzorky a velikostni referencni
standard byly nasledné pipetovany do jamek gelu. Elektroforeticka separace nasledné

probihala pii 150 V po dobu 90 min. Po ukonceni elektroforetické separace doslo k obarveni
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RNA v70 ml 0,5xTBE pufru s obsahem 2x koncentrovaného interkalaéniho barviva
GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 10 000x in water (Biotium). Obarveni gelu trvalo 30 min a
poté byl fluorescencni signél barviva GelRed s RNA v gelu detekovan v G-box Chemi XX6
(SYNGENE). Po zdokumentovini signédlu fluorescence ndsledovalo elektroblotovani
separované RNA na membranu. Pro elektroblotovani byly ptedvlhceny 4 blotovaci papiry v
0,5xTBE a nylonova membrana a oboji ustfizeno ve formatu odpovidajicimu rozméram gelu.
Nasledné byly do elektroblotovaci vany umistény predvlhcené blotovaci papiry a na né byla
polozena nylonova membrina Zeta-Probe® Blotting Membranes (Bio-Rad), na kterou byl
opatrné polozen gel. Gel byl nadéale zakryt dalSimi dvéma blotovacimi papiry. Po kazdé
pridané vrstvé byly odstranény piipadné prebytecné bubliny, které mohly mezi témito
vrstvami ulpét. Nakonec byla elektroblotovaci vana uzamcena a vlozena do Trans-Blot
Turbo™ Transfer System (Bio-Rad) pfi 15 V (max 300 mA) na 30 min. Po elektroblotovani
byla provedena kontrola uspéSnosti pfenosu RNA na membranu detekci fluorescencniho
signdlu barviva GelRed s RNA v gelu v pfistroji G-box Chemi XX6 (SYNGENE).

Poté byly pouzity dva ruzné postupy na prehybridizaci, hybridizaci, promyti membrany,

blokovani membriny, navazovani konjugétu, promyti (viz Tab XV a Tab. XVI).

Tab. XV: Prehled pouzitych roztoki, inkubacnich doba a teplot v metodé Northern blot pfi

pouziti DIG-znacené proby.

1. experiment
Krok Roztok Teplota [°C] | Cas [min]
‘e SigmaPerfect/Hyb Hybridization 68 60
Prehybridizace Bfffer (Sigma—Zldricyh)
‘e SigmaPerfect/Hyb Hybridization 68 O/N
Hybridizace Bfffer (Sigma—Zldricyh)
Proba Znacena DIGem
2xSSC, 0,1% SDS RT 3x15
Promyti 1 0,1xSSC, 0,1% SDS 50 2x20
Maleic acid buffer + 0,3% Tween 20 | RT 10
Blokace membrany | Maleic acid buffer RT 60
Navazani konjugatu | DIG-HRP RT 60
Promyti 2 Maleic acid buffer + 0,3% Tween 20 | RT 4x7, 2x15

Maleic acid buffer (100mM maleic acid, 150mM NaCl, pH=7,5); RT — pokojova teplota; O/N

— pfes noc
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Tab. XVI: Prehled pouzitych roztokd, inkubacnich dob a teplot v metodé Northern blot pfi

pouziti biotinem znacené proby.

2. experiment

Krok Roztok Teplota [°C] | Cas [min]
. 1. SigmaPerfect/Hyb Hybridization 42 30
Prehybridizace Buffer (Sigma-Aldrich)
. SigmaPerfect/Hyb Hybridization 42 150
H
ybridizace Buffer (Sigma-Aldrich)
Proba Znacena biotinem
Promyti 1 2xSSC, 1% SDS RT/42 15/15
Blokace membrany 3% BSA, 1xTBS, 0,1% Tween 20 RT 30
3% BSA, 1xTBS, 0,1% Tween 20 s | RT 60
Navazani konjugatu | Streptavidin-HRP Concentrated (100x)
1/5000
Promyti 2 1xTBS, 0,1% Tween 20 RT 4x5, 2x10

RT — pokojovi teplota

Po provedeni vsech

kroki zminény v tabulkich XVI a XVII byla provedena

chemiluminiscen¢ni (pouze experiment 1.) a kolorimetricka detekce.

4 Vysledky

4.1 Kontrola ucéinnosti transfekce in vitro transkribovanou

linii DAOY HTB-186 pomoci qRT-PCR.

SfRNA v bunééné

Pro ucely zavedeni a optimalizace metody dot-blot byly pfipraveny vzorky RNA z
bunécné linie DAOY HTB-186 transfekované in vitro transkribovanou sfRNA. Na rozdil od

pfirozené infekce TBEV Hypr lze transfekci transkribované sfRNA do bunek docilit vyssiho

podilu sfRNA v ziskaném RNA vzorku a je mozné tak detekovat intenzivnéjsi hybridizacni

signal pro potieby optimalizace metody dot-blot. Seznam pouzitych templati qRT-PCR vsech

experimentl je zaznamendn v Tab. XVIIL.
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Tab. XVII: Seznam pouzitych templati qRT-PCR.

Templaty pro qRT-PCR Nazvy pouzité v legendach obrazku
cDNA a RNA zbunécné linie DAOY
HTB-186 transfekované sfRNA
cDNA a RNA zbunécné linie DAOY
HTB-186 infikovana virem TBEV Hypr
cDNA a RNA zbunécné linie DAOY
HTB-186 infikovana virem TBEV | Negativni kontrola infekce
(mock kontrola infekce TBEV Hypr)
cDNA a RNA z transkribované sfRNA | Transkribovana sfRNA

Transfekovana sfRNA

Infikovana RNA

PCR produkt Dle poctu kopii v reakci
Plazmid sfRNA Dle poctu molekul v reakci plazmidu sfRNA
cDNA a RNA z bunécné linie A549 RNA A549

qRT-PCR byla pouzita k ovéfeni pfitomnosti a kvantity sfRNA v téchto vzorcich.
Ovéreny protokol pro kvantifikaci sfRNA byl prevzat z publikace Schwaiger M. a Cassinotti
P., 2003 vyuzivajici TagMan gRT-PCR esej. Z divodu pozastaveni vyroby TagMan® One-
Step qRT-PCR Master Mix Reagents Kitu (Thermo Fisher Scientific) pouzitého v publikaci
bylo nutné vyuzit alternativni reagencie KAPA PROBE FAST Universal One-Step qRT-PCR
Master Mix (2x) Kit (Kapa Biosystems), rutinné pouzivaného v na$i laboratofi. Béhem
replikovani eseje za pouziti testovanych vzorkiit RNA bylo zjisténo, ze ucinnost kvantifikace
sfRNA je naprosto nevyhovujici za podminek uvedenych v publikaci. Proto bylo nutné tuto

esej podrobit dalsim optimalizacim popsanym v nasledujici kapitole.

4.1.1 Optimalizace RT-PCR eseje dle publikace Schwaiger M. a Cassinotti P., 2003

Stanoveni kvantifikace sfRNA bylo provedeno pomoci KAPA PROBE FAST
Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems). V dokumentaci
vysledki elektroforetické separace PCR produktid této qRT-PCR eseje na obr. 13a) lze
pozorovat vznik primer-dimerd nejen v beztemplatové kontrole (NTC), ale také v reakci za
pfitomnosti templatu. Patrny je také vznik PCR produktli vétsich, nez je ocekavana velikost
specifického amplikonu a jejichz pfitomnost a formovani je diskutovano v kapitole 0.

Pro vylouceni mozného vlivu pouzitych PCR reagencii na ucinnost primerti byl
nésledné pouzit KAPA SYBR® FAST Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit
(KAPA Biosystems). Vyhodnocenim elektroforetické separace na obr. 13b) je mozné
pozorovat piitomnost produktu nespecifické amplifikace ve vzorcich NTC. S ohledem na

délku amplikonu 68 bp této qRT-PCR eseje bylo obtizné odlisit signal specifického produktu
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vzniklého amplifikaci domnélé kontaminace v PCR reagenciich od signalu ptipadnych primer-
dimerti. Pouziti novych baleni PCR reagencii pfitomnost kontaminace vyvratilo. Na
fotodokumentaci vysledku elektroforetické separace na obr. 13c) lze pozorovat, ze
amplikonem v NTC jsou skutecné primer-dimery.

Pro stanoveni u¢innosti primerd z publikace Schweiger a Cassinotti, 2023 (dale jen
TBEI primerti) byla pouzita desitkova fedici fada plazmidu sfRNA za pouziti KAPA PROBE
FAST Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems). Vysledek
elektroforetické separace produktd této qRT-PCR je zobrazen na obr. 13d). Z vysledku je
zieymé, ze ucinnost amplifikace ani finalni mnozstvi amplikonu neodpovidaji vstupnimu
mnozstvi templatové DNA a potvrzuji tak velmi nizkou ucinnost pouzitych primera za téchto
reak¢nich podminek. Dal§im moznym divodem vzniku amplikont vys$sich fadi ve forme tzv.
zebricku (n€kolik produktl o raznych velikostech) je pfitomnost repetitivnich elementd, tzv.
Aptamert v sfRNA plazmidu, které typicky amplifikaci amplikond vysSich fadt zpasobuji
(Tolle F. et al., 2014).

Proto byl nésledné jako templat pouzit specificky amplikon izolovany z agar6zového
gelu po elektroforetické separaci qRT-PCR reakce. Vzniklé PCR produkty byly vyfezany a
izolovany z gelu pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu (Macherey-Nagel) a pouzity
pro vytvoreni desitkové fedici fady templatu k testovani cinnosti TBE1 primert. Nejprve byl
pouzit KAPA PROBE FAST Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA
Biosystems). Vysledky PCR pfi pouziti tohoto kitu jsou zobrazeny na obr. 13e), ), h) ai). Na
obr. 13e) a h) 1ze pozorovat, ze templat vykazoval vyraznéjsi tendenci k formovani amplikont
vysSich tadu typickych pro repetitivni DNA nebo DNA tvorici sekundarni struktury
v porovndni s templatem ve formé plazmidové DNA. Navic lze pozorovat nizkou ucinnost
amplifikace pii pouziti PCR produktu o nizkém fedéni. Pti pouziti PCR produktu ziskaného
amplifikaci plazmidu sfRNA pomoci vysoce procesivni a presné Q5 Hot Start High-Fidelity
DNA polymerazy (NEB), schopné amplifikovat i strukturné komplikované templaty, se
specificitu qRT-PCR zvysit nepodafilo (obr. 13e) a 1)). S ohledem na délku amplikonu pak
nelze zjistit, zda jsou nejabundantnéjsi amplikony tvofeny pouze specifickym PCR produktem
anebo se jedna o kombinaci signdlu z PCR produktu a primer-dimerq, jejichz pfitomnost 1ze
pozorovat v reakcich NTC v jamkach 19-22 obr. 13f).

Nizka ucinnost qRT-PCR v dosavadnich experimentech vedla k podezfeni na
nevyhovujici kvalitu polymerdzy pouzivané v PCR reagenciich od spole¢nosti KAPA
Biosystems. Proto byl v nasledném experimentu pouzit qPCR 2xSYBR Master Mix (Top-
Bio). Vysledky PCR s pouzitim tohoto kitu jsou dokumentovéany na obr. 13j), g) a k), kde 1ze
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pozorovat vyrazné snizeni tendence k formovani amplikont vysSich fadu (Cervena Sipka na
obr. 13g)), nikoliv vSak jejich uplné vymizeni. Obdobné jako v pfedchozim experimentu lze
pozorovat snizenou ucinnost amplifikace se snizujici se koncentraci templatu v reakci a
pfitomnost primer-dimerti o riznych velikostech (viz modra Sipka v obr. 13g)). Abundance
primer-dimerti navic negativné koreluje s abundanci specifického amplikonu. Na zakladé
téchto vysledkt, nicméne stale nelze posoudit, zda je signal v misté o¢ekavaného specifického
amplikonu ve vzorcich s templatem tvofen pouze specifickym amplikonem anebo se jedna o
kombinaci signdlu ze specifického amplikonu a primer-dimerti, které lze pozorovat ve

vzorcich NTC v jamkdch 19-22 obr. 13g).
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Obrazek 13.: a) — g) Vysledky elektroforetické separace amplikonu sfRNA za pouziti riznych templata a gPCR
reagencii. Ve vsech pfipadech probihala separace v 3% agarézovém gelu za pouiti referencniho velikostniho
standardu GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) (IM). Separovand DNA je nabarvena
fluorescencnim interkalacnim barvivem GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in water (Biotium) a vizualizovana
v pristroji G-BOX Chemi XX6 (SYNEGENE). Pouzité reagencie: a), c), d), e), f) KAPA PROBE FAST
Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems). g) qPCR 2xSYBR Master Mix (Top-
Bio). a), b) Templaty: Biologické a technické triplikaty RNA z sfRNA transfekované DAOY HTB-186 buné¢né
linie. Pofadi vzorku: 1-2 NTC; 3-5 transfekovand sfRNA 1; 6-8 transfekovand sfRNA 2; 9-11 transfekovana
sfRNA 3. ¢) Templaty: technické triplikaty desitkové fedici fady plazmidu sfRNA. Jamky 1-3 transfekovana
sfRNA 1; 4-6 transfekovand sfRNA 2; 7-9 transfekovana sfRNA 3. Pofadi vzorki desitkové fedici fady
templatové DNA je uvedeno v rozsahu 7,5 x10* - 7,5 x10? kopii/ul (c/pl), nasledovana duplikidtem NTC. d)
Templaty: technické triplikaty desitkové fedici fady plazmidu sfRNA. Potadi vzorku desitkové fedici fady
templdtové DNA je uvedeno v rozsahu 7,5x10° - 7.5 c/pl, nasledovand monoplikdtem NTC. e) Templaty:
technické triplikaty desitkové fedici fady PCR produktu. Potadi vzorku desitkové fedici fady PCR produktu je
uvedeno v rozsahu 8,1583 x 100 - 8,1583 x 10°¢/pl, nasledovana triplikidtem NTC. f), g) Templaty: technické
triplikaty desitkové fedici fady PCR produktu. Potadi vzorku desitkové fedici fady PCR produktu je uvedeno v
rozsahu 1,2237 x 10° - 1,2237 x 10* ¢/pl, nasledovana triplikatem NTC. h) — j) Grafy zobrazujici kvantitativni
analyzu fluorescence vznikajicich amplikonti technickych triplikati desitkové fedici fady PCR produktu
s pouzitim 2 riznych qRT PCR reagencii. Pouzité¢ qRT-PCR reagencie: h), i) KAPA PROBE FAST Universal
One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems). j) gPCR 2xSYBR Master Mix (Top-Bio). h), i),
J) Triplikdat NTC — razova kiivka. Poradi vzorku fedici fady templatové DNA je uvedena od nejnizsiho po
nejvys$§i fedéni a je rozliseno barvou piislusné kiivky: 1,2237 x 10° ¢/pl — tmavé modrd, 108 Eervend, 107
tmavé zelna (dale jen smaragdovd), 10° — hnédozelend, 10° — svétle fialova 1,2237 x 10* ¢/pl — modroseda. k)
Graf zobrazujici analyzu tani vznikajicich amplikonii technickych triplikati desitkové fedici fady PCR produktu
s pouzitim qPCR 2xSYBR Master Mix (Top-Bio) v rozsahu 50 °C az 99 °C. Triplikat NTC — rizova kfivka.
Poftadi vzorki fedici fady templatové DNA je uvedena od nejnizsiho po nejvyssi fedéni a je rozliSeno barvou
piislusné kiivky: 1,2237 x 10° ¢/ul — tmavé modrd 108— ervend, 107— smaragdov4, 10 — hnédozelend, 105 —
svétle fialova, 1,2237 x 10* ¢/pl — modroseda.

35



4.1.2 Optimalizace vlastni PCR eseje pro kvantifikaci sSfRNA

Z divodu neuspokojujici ucinnosti eseje publikované ve studii Schwaiger M. a
Cassinotti P., 2002, umoziujici vérohodnou kvantifikaci sfRNA ve vzorcich, byly navrzeny
vlastni pary primeri. Celkem byly navrzeny 4 pary primert, ale z davodu malé délky
amplikont parti primert sSfRNA F3 x sfRNA R5 a sfRNA _F x sfRNA R2 (58 bp a 70 bp),
znemoznujici odliSeni specifickych amplikonti od primer-dimerti, budou prezentovany pouze
vysledky s pouzitim dvou pard primert sSfRNA_F x sfRNA R5 a sfRNA_F1 x sfRNA R5 o
délce amplikonu 122 bp a 124 bp a findln{ koncentraci 300nM. Z vysledkti porovnavajicich
ucinnost a specificitu prace dvou qPCR reakCnich mixd pro kvantifikaci DNA pomoci
fluorescencniho barviva SYBR byly nejlepsi vysledky ziskany pii pouziti gPCR 2xSYBR
Master Mix (Top-Bio). Proto byl tento kit pouzit pro testovani prace a ucinnosti obou
testovanych part primert. Templatem byla fedici fada plazmidu sfRNA.

Z divodu $patné kvality fotografie vysledku elektroforetické separace qPCR produktt
neni tento vysledek prezentovan a specificita amplifikace je proto dokumentovdna pomoci
grafu analyzy tini qPCR. Obr. 14a) a 14c) zobrazuji par primerd sfRNA_F1 x sfRNA_RS a
obr. 14b) a 14d) zobrazuji vysledky analyzy tani qRT-PCR za pouziti paru primerd sfRNA_F
x sfRNA_RS. Na obr. 14c) lze pozorovat, tvorbu dimert v fedici fadé plazmidu kromé tii
nejvyssich koncentraci. Dale 1ze pozorovat, ze se v NTC kontrole vytvofily dimery pouze
v jednom technickém opakovani, proto byl par primert sSfRNA_F1 x sfRNA_RS5 vybran pro
dalsi optimalizace.
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Obrazek 14.: a) a b) Grafy zobrazujici kvantitativni analyzu fluorescence vznikajicich amplikonu technickych
triplikati desitkové fedici fady plazmidu sfRNA s pouzitim qPCR 2xSYBR Master Mix (Top-Bio). Triplikat

Vv

NTC - rizova ktivka. Poradi vzorki fedici fady templatové DNA je uvedeno od nejniz§iho po nejvyssi fedéni a
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je rozliseno barvou piislusné kiivky: 7,5x107 ¢/pl — tmavé modra 10° — ervend, 105— smaragdovd, 10%—
hnédozelend, 103 svétle fialova 10%¢c/ul — modroseda. ¢) a d) Grafy zobrazujici vysledky analyzy téni
vznikajicich amplikonu technickych triplikati desitkové fedici fady plazmidu sfRNA s pouzitim qPCR 2xSYBR
Master Mix (Top-Bio) Triplikdat NTC — riizova kiivka. Potadi fedici fady vzorki templdtové DNA je uvedeno od
nejniz&iho po nejvyssi fedéni a je rozliseno barvou piislusné kiivky: 7,.5x107c/ul — tmavé modra, 10° — Serven4,
105- smaragdov4, 10*— hnédozelend, 103— svétle fialova, 102c/ul — modroseda.

Vybrany par primert sSfRNA_F1 x sfRNA_RS5 byl podroben testu u¢innosti pfi pouZiti
riznych koncentraci obou primerti. Matice znazorfiujici testované kombinace koncentraci
obou primert je uvedena v Tab. XVIIL. Templatem byla cDNA z RNA infikované bunécné
linie DAOY HTB-186 virem TBEV Hypr.

Tab. XVIII: Matice kombinaci testovanych koncentraci sSfRNA_F1 x sfRNA_RS primert.

sfRNA_RS
300nM 200nM 100nM S0nM
300nM - 300200 300x100 300x50

sfRNA_F1 200nM 200x300 200x200 200x100 200x50
100nM 100x300 100x200 100x100 100x50
S0nM 50x300 50%x200 50%x100 50x50

Z obr. 15 vyplyva, ze nejvhodnéjs§i kombinace koncentraci byla sfRNA_F1 200nM x
sfRNA_RS5 200nM, sfRNA_F1200nM x sfRNA_R5100nM a sfRNA_F1200nM x
sfRNA_RS 50nM na zaklade absence dimerd v NTC a nespecifickych produktd v reakcich s

templatem. Zminéné kombinace koncentraci jsou v Tab. XVII znazornény modrou barvou.

M1 234567 809 1011121312415 16171819 2021 222324252627 28 29 303132 33

3000
1000b

S00b

100k

M 3435363738 30 404142 43 44 45 464748
3000k
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5006

100h - ==

Obrazek 15.: Vysledek elektroforetické separace amplikoni technickych duplikati infikované RNA s pouzitim
gPCR 2xSYBR Master Mix (Top-Bio). Monoplikdt NTC se vzdy nachazi v jamce vpravo pro nadepsanou
kombinaci koncentraci primera. Prvni nadepsany primer je sfRNA_F1 a druhy sfRNA_RS: Jamky 1-2 300nM x
200nM; 4-5 300nM x 100nM; 7-8 300nM x 50nM; 10-11 200nM x 200nM; 13-14 200nM x 100nM; 16-
17 200nM x 50nM; 19-20 200nM x 300nM; 22-23 100nM x 300nM; 25-26 100nM x 200nM; 28-29 100nM x
300nM; 31-32 100nM x 100nM; 34-35 100nM x 50nM; 37-38 50nM x 300nM; 40-41 50nM x 200nM; 43-
44 50nM x 100nM; 46-47 50nM x 50nM. Referen¢nim velikostnim standardem (M) byl GeneRuler 100 bp DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific). Pfitomna DNA byla nabarvena fluorescentnim interkalaCnim barvivem
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GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in water (Biotium) jehoz fluorescen¢ni signal byl vyvoldn a zaznamenan
v pfistroji G-BOX Chemi XX6 (SYNEGENE).

Uginnost para primert sSSRNA_F1 x sfRNA_R35 o vybranych kombinacich koncentraci
byla testovana amplifikaci sfRNA amplikonu s templdtem fedici fady plazmidu sfRNA. Na
obr. 16 lze pozorovat, ze pfi kombinaci koncentraci primeri sfRNA F1 200nM x
sfRNA_RS5 200nM a sfRNA_F1 200nM x sfRNA_RS 100nM se primery nejlépe vazi na
templat o koncentraci 7,5x10° c/ul. V piipadé zbyvajicich koncentraci dochazi k tvorbé
nespecifickych produkti a dimert, kdy l1ze formovani dimert pozorovat i v NTC. Pii pouZiti
kombinace koncentraci sSfRNA_F1 200nM x sfRNA_RS5 50nM nedoslo ke vzniku zadného
amplikonu (pfiloha obr. 24¢) a f)).

M 1 23 456789 101112 13141516 171819 20 21 22232425 262728 2930

3000k

1000k

500b

100b
T e

M 31323334353637 38 3940 414243 4445

3000b
1000k

500b

100b

Obrazek 16.: Vysledek elektroforetické separace amplikonu technickych duplikati desitkové fedici fady
plazmidu sfRNA v 3% agar6zovém gelu. Jamky 1-15 sfRNA_F1200nM x sfRNA_RS5 200nM, 16-30
sfRNA_F1 200nM x sfRNA_RS5 100nM, 31-45 sfRNA_F1 200nM x stfRNA_R5 50nM. Poiadi vzorki desitkové
fedici fady templatové DNA pro kazdou kombinaci koncentraci primerii je uvedeno v rozsahu 7,5x10° - 10?
c/ul, nasledované duplikdtem NTC. Referencnim velikostnim standardem (M) byl GeneRuler 100 bp DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific). Pfitomna DNA byla nabarvena fluorescentnim interkalaCnim barvivem
GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in water (Biotium) jehoz fluorescen¢ni signal byl vyvolan a zaznamenan
v ptistroji G-BOX Chemi XX6 (SYNEGENE).

ZvySeni ucinnosti nebylo pozorovano ani pii pouziti vys§ich koncentraci pouzitého templatu

(viz obr. 17).

M1 2 34 567 8 910111213141516171819202122 23242526272829 30 31 3233
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Obrazek 17.: Vysledek elektroforetické separace amplikonii technickych duplikati desitkové fedici fady
plazmidu sfRNA a monoplikitu NTC v 3% agarézovém gelu. Jamky 1-11 sfRNA_F1200nM x
sfRNA_RS5 200nM, 12-22 sfRNA_FI1200nM x sfRNA_R5 100nM, 23-33 sfRNA_F1200nM X
sfRNA_RS5 50nM. Potadi desitkové fedici fady templatové DNA pro vSechny kombinace koncentraci primert je
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uvedeno v rozsahu: 7,5x10° - 106 ¢/pl, ndsledované duplikdtem NTC. Referenénim velikostnim standardem (M)
byl GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Pfitomnd DNA byla nabarvena fluorescen¢nim
interkalatnim barvivem GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in water (Biotium) jehoz fluorescencni signal byl
vyvolan a zaznamenan v pfistroji G-BOX Chemi XX6 (SYNEGENE).

4.2 Optimalizace metody dot-blot pro detekci TBEV sfRNA

Informaci o strukture a funkci sfRNA flavivird prenasenych klistaty a jeji roli
v patogenezi v hostitelskych burikdch je velmi malo. Detailni popis sfRNA lze nalézt ve
studiich zabyvajicich se komary pfendSenymi flaviviry (DENV, WNV a ZIKV). Tato
bakalarska prace se zamétuje na klist'aty prenaseny Orthoflavivirus TBEV. Konkrétnim cilem
této prace byla optimalizace detekce sfRNA TBEV hybridiza¢nimi technikami. Takto
optimalizovanou esej by nasledné bylo mozné pouzit pro detekci sfRNA v riznych typech
vzorkd, které by vyzadovaly ovéfeni pfitomnosti SfRNA napf. pomoci fluorescencni in situ
hybridizace a zarovenl by umoznily lokalizaci hybridiza¢niho signalu sfRNA v hostitelské
burice.

Béhem optimalizace detekce sfRNA pomoci metody dot-blot v této praci byly pouzity
vzorky nukleovych kyselin z riznych zdroja obsahuyjicich sSfRNA. Tyto vzorky byly pouzity
jako cile pro hybridizaci DNA préby ziskané PCR amplifikaci dseku sfRNA z plazmidu
sfRNA vytvofeného v nasi laboratofi. Kromé pfirozené formy sfRNA vzniklé po infekci
TBEV v hostitelské burice byla pro ucely optimalizace detekce sfRNA pouzita RNA z bunécné
linie DAOY HTB-186 sfRNA transfekované sfRNA transkribované z t¢hoz plazmidu. Dal§im
cilem testované hybridizacni proby pak byl samotny plazmid nesouci sfRNA.

Utelem optimalizace bylo docilit detekce specifického hybridizaéniho signalu, kterého
se nepodarilo docilit v diplomové praci Mgr. Hany PejSové (PejSova H., 2020).

Pro kontrolu funkce metody dot-blot byly pouzity préby pro detekci pfitomnosti
transkriptt geni PAPOLA a Aktin 8 ve studovanych vzorcich RNA. V tabulce Tab. XIX jsou
popsany jednotlivé kroky spoleéné se vSemi testovanymi roztoky, inkubacnimi teplotami a

casy.
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Tab XIX.: Seznam jednotlivych krokd metody dot-blot spolecné s pouzitymi chemikaliemi a

reak¢nimi podminkami. Chemikalie a reak¢ni podminky poskytujici nejlepsi vysledky jsou

vyznaceny modfe.

Krok Roztok Teploty [°C] | Cas [min]
Promyti 1 2xSSC RT 10
100mM NaCl, 1% SDS, 50% formamid, 10% dextran, | 42 60
salmon sperm (Kumar J. S. et al., 2013)
‘1. 5xSSC, 5xdenhardt, 50% formamid, 1% SDS, 100 ug/ul | 42 60
Prehybridizace salmon sperm (Brown T. a Mackey K., 2001) a
SigmaPerfect/Hyb Hybridization Buffer (Sigma- | 42 30
Aldrich)
ImM EDTA, 5% SDS, salmon sperm, proba (Kumar J. | 42 O/N
S.etal.,2013)
Hybridizace 5xSSC, S5xdenhardt, 50% formamid 1% SDS, 100 ug/ul | 42 O/N
salmon sperm (Brown T. a Mackey K., 2001)
SigmaPerfect/Hyb Hybridization Buffer (Sigma- | 42 150
Aldrich)
Promyti 2 2xSSC, 1% SDS a 0,2xSSC, 0,1% SDS RT a 50 15/15
2xSSC, 1% SDS RT/42 15/15
Blokace 3% BSA, 50mM Tris-HCI (pH=7,5), 150mM NaOH RT 10 az 30
membrany 3% BSA, 1xTBS, 0,1% Tween 20 RT 30
Navazani 0,1M NaCl, 0,05% Triton X-100, 1M TRIS (pH=7,5), | RT 60
., 3% BSA, 2mM MgCl,
konjugatu
3% BSA, 1xTBS, 0,1% Tween 20 RT 60
0,1M NaCl, 0,05% TRITON, 1M TRIS (pH=7,5), 3% | RT 2x77, 2X7T
BSA, 2mM MgCl, a 0,1M TRIS/HCI (pH=9,5), 0,1M
Promyti 3 NaCl, 50mM MgCl,,
1xTBS, 0,1% Tween 20 a 0,2xSSC, 1% SDS RT 2x10, 2x10
1xTBS + 0,1% Tween 20 RT 3x10
Promyti 4 1xTBS + 0,1% Tween 20 RT 3x10

Promyti 1:

noc.

promyti membrany po naneseni vzorka; Promyti 2: promyti membrany po
hybridizaci; Promyti 3: promyti membrany po navdzani konjugatu; Promyti 4: promyti
membrany pro odstranéni chemiluminiscen¢niho substratu; RT: pokojova teplota; O/N: ptes

V Tab. XX jsou popsany mnozstvi proby a druhy konjugatti a pouzité fedéni.
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Tab XX.: Mnozstvi proby a druhy pouzitych konjugati s riznymi fedénimi testované v

pribéhu optimalizace metody dot-blot. Vybrana mnozstvi proby a dva konjugaty

s nejvhodnéj§imi fedénimi jsou vyznaceny modre.

Mnozstvi pouzité proby

60 ng; 100 ng; 200 ng

Druhy Kkonjugatu a
jejich redéni

Streptavidin, Alkaline Phosphatase (2x) (1/1000) a (1/5000);
Streptavidin-HRP Concentrated (100x) (1/1000), (1/3000) a (1/5000)

Denaturace RNA vzorkl probihala pii 70 °C po dobu 5 min a denaturace préob
probihala pfi 95 °C po dobu 5 min. Soucasti optimalizace bylo testovani nejvhodnéjsiho
mnozstvi RNA nanesené na membranu a mnozstvi znacené proby. Z testovanych mnozstvi 5
ng, 10 ug, 15 pg, 30 ug RNA byly nejlepsi vysledky ziskany s 15 pg RNA a v ptipad€ znacené
proby z testovanych mnozstvi 100 ng, 50 ng, 25 ng, 15 ng byly nejlepsi vysledky ziskany s 15
ng préby.

Pouzitim zvyraznénych chemikalii, teplot a casi ve vSech krocich dot-blotu
znazornénych v Tab. XIX a XX byl detekovan specificky signal na nylonové membrané
pomoci kolorimetrické detekce.

Po jednom z opakovani metody dot-blot provadéného z divodu statistického podpofeni
ziskanych vysledk( doslo na membrané v mistech se vzorky RNA DAQOY k detekci inverzniho
signalu (viz obr. 18a) a b)). Pritomnost inverzniho signalu je bézné spojovana s presycenim
nukleovou kyselinou ze vzorku s ndslednou akumulaci reportérové molekuly, a tedy
pred¢asnou depleci substratu pfi chemiluminiscencni detekci hybridizacniho signalu. V
ptipadé kolorimetrické detekce je vznik tohoto fenoménu vylouceny. Pro vylouceni vlivu
nahromadéni velkého mnozstvi RNA zpisobujiciho nepfistupnost vazebnych mist pro
hybridizaci byla v nésledujicich experimentech pouzita fedici fada RNA DAOY HTB-186 a
detekce transkriptu genu Aktin . Pfi vychozim optimalizaénim experimentu byly k detekci
proby pouzity konjugaty AP-streptavidin a HRP-streptavidin v fedénich 1/5000 (viz obr. 18c)
a d)). Na obr. 18c) a d) lze vidét, Ze nedoslo k detekci specifického signdlu. Z tohoto divodu
byla otestovana rada tfi riznych fedéni konjugatu HRP-streptavidin (viz obr. 18e), f) a g)). Na
obr. 18e), f) a g) lze znovu pozorovat vznik inverzniho signdlu. Proto bylo pro nasledujici
opakovani a optimalizaci experimentu vybrano fedéni konjugéatu 1/5000 vytvarejici nejvySsi
kontrast v porovndni s pozadim.

Na zakladé opakované detekce inverznich signalti byla hypotéza presyceni vzorku

zavrzena a v nasledujicich experimentech byla provedena kontrola pfitomnosti mozné

41



kontaminace ve vzorcich RNA, ktera mohla byt do vzorku RNA izolovana spole¢né s RNA
pii neucinné extrakci RNA z bunécné linie. Z tohoto divodu byla RNA pred nasledujicim
experimentem pieciSténa pomoci NucleoSpin RNA mini kit for RNA purification (Macherey-
Nagel). Z precisténé RNA byla vytvofena fedici fada a metodou dot-blot provedena
hybridizace s pouzitim proby Aktin f s ndslednou kolorimetrickou detekci navdzaného
konjugiatu HRP-streptavidin pii fedéni 1/5000. Na obr. 18h) lze opé€t pozorovat vznik
inverznich signalt. Pro porovnani a otestovani ucinnosti precisténi RNA byla ¢ast vzorku
nepieCisttné RNA DAOY HTB-186 preci§téna opetovnou izolaci pomoci RNA Blue v
kombinaci s precipitaci RNA pomoci isopropanol-NaCl, jehoz pouziti by mélo snizit mnozstvi
spolecné precipitovanych kontaminujicich molekul v porovnani se standardné pouzivanou
kombinaci acetatu sodného a etanolu. Tento vzorek byl opét pouzit pro detekci transkriptu
genu Aktin 3 metodou dot-blot za podminek pouzitych v pfedchazejicim experimentu.
Vysledek porovnani obou experimentu za pouziti RNA precisténych dvéma riznymi
metodami lze pozorovat na obr. 18i) a j). V tomto experimentu byly porovniviny dva
kolorimetrické detekcni systémy a to AP-streptavidin a HRP-streptavidin. Z vysledkt na obr.
18i) I1ze pozorovat kolorimetrickou detekci konjugédtu AP-streptavidin (1/5000) a navic lze
pozorovat 1 vys$i intenzitu signalu a vyS$si miru pozadi, nez je tomu u konjugatu HRP-
streptavidin (viz obr. 18j)). Ddle 1ze na obr. 18i) pozorovat vysledné specifické hybridizacni
signaly vzorkil RNA DAOY HTB-186 v mnozstvich 200 az 500 ng, které pii pouziti konjugatu
HRP-streptavidin nejsou tak intenzivni. Pozorovany hybridizacni signal ma stale nizkou
intenzitu a v nasledujicich experimentech bude potieba jeho intenzitu zvysit napt. amplifikaci

signalu pouzitim sekundarniho ¢i terciarniho konjugatu.

1 2 3 1 2 3 4

a)r : i‘ b) '; C;)

e) ‘ ; f)
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Obrazek 18.: Vysledky kolorimetrické detekce pfi pouziti riaznych prob, konjugatu a systému detekce a)
konjugat AP-streptavidin (1/5000) sfRNA b) konjugat AP-streptavidin (1/5000) pii detekci transkriptu Aktinu .
¢) konjugdt AP-streptavidin (1/5000). d) konjugat HRP-streptavidin (1/5000). e) — g) porovnani raznych fedéni
konjugatu HRP-streptavidin. e) 1/1000, f) 1/3000, g) 1/5000. h) konjugat HRP-streptavidin (1/5000) za pouziti
piecisttné RNA DAOY pomoci NucleoSpin RNA mini kit for RNA purification (Macherey-Nagel). i) konjugat
AP-streptavidin (1/5000) za pouziti znovu izolované RNA pomoci RNA Blue. j) konjugat HRP-streptavidin
(1/5000) za pouziti znovu izolované RNA pomoci RNA Blue. Pouzité vzorky: a), b) 1 infikovana TBEV 30 pg;
2 NK 30 pg; 3 RNA DAOY 30 pg; 4 transkrib. sSfRNA 1 pg; 5 GSL-1 (800x zfedény); 6 préba 15 ng. ¢) d) 1
RNA DAOY 0.1 pg; 2 RNA DAOY 1 pg; 3 RNA DAOY 10 pg; 4 RNA DAOY 20pg; 5 RNA DAOY 30ug; 6
transkrib. sfRNA; 7 GSL-1 (800x zfedény); 8 Proba 15 ng. e), f), g), h) 1 RNA DAOY 5 pg; 2 RNA DAOY 0,5
ng: 3RNA DAOY 0.05 pg: 4 GSL-1 (800 zfedény): 5 Proba 15 ng. i), j) 1 RNA DAOY 0,05 pg: 2 RNA DAOY
0.1 pg; 3 RNA DAOY 0.2 ug; 4 RNA DAOY 0.3 pg: 5 RNA DAOY 0.4 pg: 6 RNA DAOY 0.5 pg: 7 RNA
DAOY 5 ug; 8 GSL-1 (800 ziedény); 9 Préba 15 ng.

Po detekci specifického signalu po opétovné izolaci RNA DAOY HTB-186 doslo k
vyhodnoceni Cistoty a koncentrace RNA ziskanym piecisténim obéma metodami a v
porovnani s neprecisténym vzorkem. Méfeni kvality a kvantity vSech RNA vzork( probéhlo
spektrofotometricky pomoci NanoPhotometer® Perl (Implen) a fluorescenéné pomoci Qubit™
RNA High Sensitivity (HS) assay kit v piistroji Qubit™ Fluorometer (Invitrogen).
NanoPhotometer® Perl (Implen) méfi koncentraci vzorku na zakladé absorpce &asti
emitovaného elektromagnetického zatfeni prochazejiciho vzorkem (spektrofotometricky),
zatimco Qubit™ Fluorometer (Invitrogen) méii koncentraci samotné RNA ve vzorku a
funguje na zéklad€ detekce fluorescencniho zareni emitovaného konjugatu fluorescencné
znacené protilatky specificky vazajici pouze RNA. Kvantifikace RNA ve vzorku je odvozena
z hodnot fluorescence a zndmé koncentrace RNA standardu s hodnotami fluorescence
nezndmého vzorku. Z Tab. XXI lze vycist Cistotu RNA vzorku nepreci§téného, precisténého
pomoci NucleoSpin RNA mini kit for RNA purification (Macherey-Nagel) a opétovné
izolovaného pomoci RNA Blue (Top-Bio). Déle z Tab. XXI vyplyva, ze koncentrace RNA
vzork(l zmé&fena pomoci NanoPhotometer® Perl (Implen) je vyssi oproti Qubit™ Fluorometer
(Invitrogen) a ze nejCistsi je vzorek pieciStény kitem a nejméné vzorek opétovné izolovany

pomoci RNA Blue.
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Tab. XXI: Porovnani méfeni koncentrace RNA DAQOY HTB-186 vzorku v zdvislosti na

Cistoté a pouzitém piistroji.

Qubit™ Fluorometer (Invitrogen) NanoPhotometer® Perl (Implen)
Vzorky Koncentrace [ng/pl] Koncentrace [ng/pl] | A260/280 | A260/230
RNA neprecisténa 8530 9070 1,762 | 2,467
RNA precisténa pomoci

1340 1500 1,765 | 2,000
NucleoSpin RNA
RNA re-izolovana

7340 8090 1,650 | 1,833
pomoci RNA Blue

Dal§i moznym opatfenimpro odstranéni kontaminaci ve vzorku RNA DAOY HTB-
186 a zvySeni intenzity hybridiza¢niho signalu bylo pouziti ,alkalického nanaSeni RNA
vzorkt na nylonovou membranu dle protokolu uvedeného v publikaci Morita K. et al., 1991,
jez je vypsan nize. Pouzitym vzorkem pro optimalizace metody dot-blot za pouziti alkalického
nanaseni byla RNA DAOY HTB-186 v riznych mnozstvich a dale vzorky infikovana TBEV,
negativni kontrola infekce a pozitivni kontroly (GSL-1 a préba). K RNA vzorkim a
pozitivnim kontroldm bylo dle publikace Morita K. ef al., 1991 piidano 10 ul 2M octanu
amonného. Takto pfipravené vzorky byly naneseny na nylonovou membranu, jez byla
nasledné promyta v 1M octanu amonném pii RT po dobu 5 min, ponofena do 0,5M NaOH
a 1,5M NaCl pfi RT po dobu 10 min a nasledné neutralizovana v 0,5M Tris-HCI1 (pH=7,5)
a 1,5M NaCl pti RT po dobu 5 min. Nakonec byly vzorky fixovany na membrané pomoci UV
zateni v pristroji UVP crosslinker (Analytik Jena) po dobu 3 min. Pro optimalizaci Cistoty
RNA vzorkt byly pouzity proby Aktin f a sfRNA, které byly znaceny pomoci nahodnych
primert a pouZzitymi konjugaty byly AP-streptavidin (1/5000) a HRP-streptavidin (1/5000),
které byly detekovany kolorimetricky a nasledné byla provedena nanaseci kontrola pomoci
metylenové modii. Nejprve probéhl test ucinnosti alkalického nanéaSeni za pouziti RNA
DAOY HTB-186, proby Aktin B a kolorimetrické detekce konjugatu AP-streptavidin
(1/5000). Z vysledkl prezentovanych na obr. 19a) a b) je patrna absence hybridizacniho
signalu 1 signalu po detekci nanaseci kontroly pomoci metylenové modri. Z tohoto divodu
doslo k modifikaci nékterych podminek protokolu. Konkrétné doslo ke snizeni koncentraci
slozek obsazenych v alkalickém pufru z ptvodniho 0,5M NaOH a 1,5M NaCl na 10mM
NaOH a 30mM NaCl. Fixace vzorkid na membrané pomoci UV probéhla ihned po jejich
naneseni na membranu pomoci UV zafeni v ptistroji UVP crosslinker (Analytik Jena) po dobu
1 min, a nikoliv az po promyti membrany v alkalickém roztoku, jak je uvedeno ve zdrojové

publikaci. Hodnoceni ucinku alkalického nanaseni 1ze provést porovnanim vysledkd metody
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dot-blot pomoci alkalického nanaSeni na obr. 19¢) a vysledki metody dot-blot pomoci
protokolu ziskaného v prub&hu optimalizace metody dot-blot v této praci na obr. 19d). Na
obou membranach obr. 19¢) a d) bylo naneseno 15 a 30 ug RNA a pouzita préba pro detekci
Aktinu . Na rozdil od absence signalu na membrané po provedeni standardni metody dot-blot
(viz obr. 19d), lze po provedeni dot-blotu s alkalickym nanesenim vzorku vidét pfitomnost
velmi slabych hybridiza¢nich signal v mistech naneseni RNA vzorkl. Zaroveri Ize pozorovat
vznik CasteCnych inverznich signald u vzorkd s vysSim mnozstvim nanesené RNA na
membrané projevujici se svétlymi oblastmi prosvitajicimi v mistech tmavého pozitivniho
hybridiza¢niho signalu. Tento fenomén je mozné pozorovat na obr. 19¢) na misté vzorku 5,
kde je nanesena RNA v nejvys$§im mnozstvi ze vSech RNA vzorki nanesenych na membrané
a poukazuje na pravdépodobnou piitomnost zbytkovych kontaminaci 1 po dodateCném
precisténi RNA vzorku.

V nésledujicim experimentu byl pouzit konjugat HRP-streptavidin (1/5000) a byl
otestovan vétsi nanaseci otvor pro porovnani intenzity signala s dosavadné pouzivanym Dot-
Blotterem (Cleaver Scientific Ltd) (obr. 19¢) a f)). Na obr. 19f) Ize pozorovat signdl vznikly
nanaseci kontrolou RNA vzorka. Vysledky tohoto experimentu zaroven dokazuji, ze pouzitim
prilis vysoké koncentrace NaOH v alkalickém pufru pro nandSeni vzorku pravdépodobné
zpusobuje degradaci RNA molekul, které nasledné nejsou schopné vazat barvivo pouzivané k
detekci nanaSeci kontroly. Porovnanim fotografii membran po detekci nanaseci kontroly na
obr. 19b) a f) je zfeteln€ vidét absence signalu nanaseci kontroly pfi pouziti alkalického pufru
o koncentraci NaOH 0,5M (obr. 19b)) v porovndni s 10mM NaOH v alkalickém pufru
pouzitém pii nasledujicim opakovani metody dot-blot (obr. 19f)).

V ndsledujicim experimentu byl proveden test, zda-li ,alkalické” naneseni re-
izolovanych RNA vzork zamezi vzniku nespecifickych signala a zaroven doslo k naneseni
vzorkli na membranu ve vrstvach. Vrstvy byly tvofeny pipetovanim celkového mnozstvi
vzorku po nékolika menSich kapkach na jedno misto na membrané. Béhem nanaseni byla
kazda nanesena kapka ponechana zaschnout. Vysledek zminéného experimentu lze pozorovat
na obr. 19g) a h). Na obr. 19g) lze pozorovat, ze po kolorimetrické detekci sfRNA ve vzorku
RNA DAQOY HTB-186, ktery neobsahuje cilovou molekulu sfRNA proby byl detekovidn
pozitivni hybridizac¢ni signal. Pivod tohoto nespecifického signalu byl dale predmétem

zkoumadni v metodé Northern blot.
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Obrazek 19.: a), ¢), d), e), g), h) Vysledek kolorimetrické detekce pfi pouziti riznych konjugati, vzorki a typu
nanaseni vzorku a) AP-streptavidin (1/5000) b),f) Vysledky nanaseci kontroly vzorkit RNA pomoci metylenové
modii. ¢) konjugat AP-streptavidin (1/5000) a alkalické nanaseni. d) konjugat AP-streptavidin (1/5000) a bez
pouziti alkalického nanaseni. e) konjugat HRP-streptavidin (1/5000). g) konjugat HRP-streptavidin (1/5000) pii
detekci sSfRNA. h) konjugat HRP-streptavidin (1/5000) pfi detekci transkriptu Aktinu f3. Pouzité vzorky: a), b)
RNA DAOY (1-5) 1 50 ng, 2 500 ng, 3 5 pg, 4 15 pg, 530 pg. 6 GSL-1 (800% ziedény), 7 préba 15 ng. ¢) a d)
RNA DAOY (1-5) 1300 ng, 2 500 ng, 3 5 pg. 4 15 pg. 530 pg, 6 GSL-1 (800 zied&ny), 7 Proba 15 ng. e) a f)
RNA DAOY (1, 2,5, 6) 1, 5 15 pg, 2,6 30 pg, 3 GSL-1 (800x ziedény), 4 Préba 15 ng.. g) a h) 1 infikovand
TBEV 15 pg; 2 NK 15 pg; 3 RNA DAOY 15 pg; 4 GSL-1 (800x zfedény); 6 préba 15 ng.

4.3 Northern blot
Cilem metody Northern blot bylo identifikovat nespecifické signédly v negativni kontrole
pozorované v metodé dot-blot. Diky separaci celkové RNA v denatura¢nim gelu a jejimu

pfenosu na membranu by tak mohlo byt mozné zjistit, zdali je proba vazana neselektivné ke
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vSem molekulam RNA ve vzorku negativni kontroly anebo je tato vazba omezena na konkrétn{
populaci molekul RNA.

Nékolikanasobné opakovani experimentu s pouzitim rtizného mnozstvi RNA ve
vstupnim vzorku, zménou napéti a dob elektroforetické separace a elektroblottingu nebo
fedéni protilatek a zpasobu detekce pouzitého konjugatu nepfispély k detekci pozitivniho
hybridiza¢niho signalu.

Na obr. 20a) lze pozorovat separaci RNA na denatura¢nim 12% polyakrylamidovém
gelu se 4% mocovinou, ktery byl obarven 2x koncentrovanym interkalacnim barvivem
GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 10 000x in water (Biotium). Po nasledném blotovani do§lo
k opétovné detekci RNA. Z vysledku prezentovaném na obr. 20b) 1ze konstatovat, ze doslo k
prenosu separované RNA z gelu. Absence hybridizacniho signalu po kolorimetrické detekci a
nasledné 1 absence signalu po detekci vyvolani signalu nanaSeci kontroly na membrané
dokumentované na obr. 20c) ov§em naznacuje ze mohlo dojit k totalni degradaci RNA nebo k

jejimu pfenosu mimo membranu.
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Obrazek 20.: a), b) Vysledky elektroforetické separace RNA v 12% polyakrylamidovém gelu se 4% mocovinou.
barvené pomoci 2% koncentrovaného interkalacniho barviva GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 10 000x in water
(Biotium). a) fotodokumentace signalu RNA pted blotovanim b) fotodokumentace signdlu RNA po blotovandi. ¢)
Vysledek vyvolani signalu nanaseci kontroly RNA vzorkli na membran¢ po kolorimetrické detekci pomoci
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interkala¢niho barviva GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 10 000% in water (Biotium). Pouzité vzorky: a), b), ¢)
1 infikovand TBEV, 2 negativni kontrola infekce, 3 RNA DAQY, 4 transkribovana sfRNA.

S Diskuze

TBEV (Celed’ Flaviviridae, rodu Orthoflavivirus) je patogenni a neurotropni RNA-virus
zpusobujici az 12 000 piipadu nakazeni TBE ro¢né (Bondaryuk A. N. ef al., 2023). Do Celedi
Flaviviridae patti spolecné s TBEV také YFV, JEV, DENV a WNV. Krom¢ preventivnich
opatfeni zahrnujicich noSeni ochranného obleceni, brzké odstranéni ptisatého klistéte nebo
zamezeni konzumace nepasterovaného mléka, se pacienti nakazeni TBE 1€¢i pouze aktivni
imunizaci (Kubinski M. et al., 2020).

U vétSiny Flaviviri byla objevena pfitomnost malé nekodujici SRNA oznaCované jako
sfRNA, kterd vznika nekompletni degradaci Flavivirové gRNA pomoci XRN1 (Clarke B. D.
et al., 2015). Akumulovand sfRNA interaguje s hostitelskymi buné€nymi proteiny a tim
zabranuje RNA interferenci, spravnému rozpadu bunééné RNA a inhibuje interferonovou
odpoveéd (MacFadden A, 2018). sfRNA je detailn€ popsana u koméary prenasenych flavivir.
V pripadé klistaty prenasenych flavivird (TBEV) tento detailni popis chybi (Slonchak A.,
2022).

sfRNA byla detekovana naptiklad v YFV (Silva P. A. G. C. et al., 2010), WNV (Funk A.
et al., 2010) a JEV (Fan Y. H. et al., 2011). Zadna z téchto publikaci se nezabyvé popisem a
detekci sfRNA v TBEV. V nasi laboratofi se o detekci TBEV sfRNA pokusila Hana PejSova
pomoci metody in situ imunofluorescence ve své diplomové praci (Pejsova H., 2020), ale
nepodafilo se ji ziskat specificky signal. V této praci bylo jednim z cili optimalizovat detekci
sfRNA ve zkoumanych vzorcich tak, aby dosSlo k odstranéni signali zpusobenych
nespecifickou hybridizaci sfRNA proby, pomoci jednoduché hybridizacni techniky dot-blot.
Prvnim krokem bylo navrzeni sfRNA proby, ktera by byla schopné spolehlivé hybridizovat k
cilové molekule ve vzorku RNA, coz neni jednoduché, protoze sfRNA, jak jiz bylo dfive
zminéno, vytvaii nékolik sekundarnich struktur. Proba musela byt navrzena mezi SL2 a SL3
oblasti 3’UTR TBEV, kde se nachazi oblast s nejmensi pravdépodobnosti tvorby sekundarnich
struktur, jejichz pritomnost ve struktufe sfRNA by branila hybridizaci s prébou.

Pro ucely optimalizace metody dot-blot bylo nutno piipravit vzorky RNA, které
prokazateln¢ obsahuji sSfRNA. Konkrétné byla izolovana RNA z sfRNA-transfekované DAOY
HTB 186 bunécné linie, protoze, jak jiz bylo zminéno, transfekované butiky obsahuji vice
sfRNA nez buiikky TBEV-infikované. Nicméné buiky transfekované sfRNA neptedstavuji
pfirozeny stav vyskytu sfRNA. Z tohoto divodu bylo potieba piipravit i buiitky TBEV-

infikované.
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Pro spravnou optimalizaci metody dot-blot bylo nutné nejprve ovéfit qRT-PCR eseji, zda
RNA z sfRNA-transfekovanych a TBEV-infikovanych bunék opravdu obsahuje sfRNA a
v jakém mnozstvi. Piitomnost a kvantifikace transkriptd ve sledovaném vzorku jsou
standardné ovérovany prostirednictvim qPCR. Esej pro kvantifikaci sfRNA byla jiz dfive
pouzita a publikovana v praci Schwaiger M., Cassinotti P., 2003. Z tohoto divodu bylo v planu
tuto esej otestovat a pouzit pro overeni piitomnosti a mnozstvi sSfRNA ve vzorcich RNA
ptipravenych pro optimalizaci metody dot-blot, pochazejicich z bunééné linie DAOY HTB
186 jednak transfekované transkribovanou sfRNA a také infikované virem TBEV, kmene
Hypr. Na rozdil od ptivodniho protokolu pro tuto esej bylo nutné pouzit jiny one-step qRT-
PCR kit z duvodu pozastaveni vyroby kitu pivodné predepsaného v publikaci. Pozitivnimi
kontrolami pro qRT-PCR byly in vitro transkribovand sfRNA a plazmid sfRNA.

Série experimentt provedenych v této bakalarské praci zamétenych na replikaci vysledkt
publikovanych v pivodni studii nicméné nepfinesla ocekavané vysledky. Prestoze vysledky
zalozené na pouhém vyhodnoceni kvantitativnich dat z qRT-PCR analyzy byly porovnatelné
s vysledky z pavodni studie, nasledna analyza tani (pouze v pfipadé pouziti qPCR kitt
obsahujicich fluorescen¢ni barvivo SYBR, tj. bez pouziti TagMan proby) a vyhodnoceni
elektroforetické separace PCR produktd této qRT-PCR prokazaly pfitomnost vyrazné
nespecifické amplifikace ve vSech testovanych vzorcich, a to vCetné vzorki pozitivnich
kontrol a NTC (viz obr. 13g), 1) a k)). Z vysledku prezentovanych ve zdrojové studii, nicméné
neni jasné, zdali byla specificita a G€innost této qRT-PCR eseje taktéz oveérovana pomoci
analyzy tani a elektroforetické separace. Nelze tedy posoudit, zda jsou vysledky ve zdrojové
publikaci zalozeny na ovéfené a fungujici kvantitativni analyze anebo byla tato esej pouzita
bez kontroly jeji eficience na rozdil od této bakalarské prace.

Uginnost primert z této qRT-PCR eseje byla ovéfovana pomoci desitkové fedici fady
plazmidu sfRNA a PCR produktu (viz obr. 13d) az obr. 13k)). Na obr. 13h) lze vidét, ze
kvantifikacni kiivky qRT-PCR vzniklé amplifikaci fedici fady plazmidové DNA nejsou v
pozadovaném rozestupu, mnozstvi amplikonu se tedy se zvySujicim se mnozstvim vstupniho
templatu méni jen minimaln€. Takovy profil analyzy fluorescence je typickym projevem nizké
ucinnosti nasedani primert, ktera logicky vyustuje v nizkou acinnost amplifikace testované
gRT-PCR eseje. Testovanim ucinnosti eseje pii pouziti fedici fady PCR produktu (viz obr.
13e) a 13h)) vznikaly kvantifikacni kiivky, jez naznaCovaly vys$si Gcinnost primera nez jak
tomu bylo pfi pouziti templatu sfRNA plazmidu. Nicméné po elektroforetické separaci bylo
z vysledka ziejmé, ze fluorescence vypoctena z kvantifikacnich kiivek vibec nepochazi ze

syntézy specifického amplikonu (viz obr 13e)).
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Dalsi proménnou pouzitou v této eseji v porovnani se zdrojovou publikaci Schwaiger M.,
Cassinotti P., 2003 bylo pouziti TagMan proby kombinujici zna¢eni pomoci FAM fluoroforu
s BHQ1 (Black Hole Quencher 1) zhaSedlem, namisto zhaSedla TAMRA. Kombinace
fluoroforu FAM a BHQI1 zhasedla je standardné pouzivana pro syntézu TaqgMan préb v
nasi laboratofi a byla uspéSné pouzita pro kvantifikaci TBEV ve zkoumanych vzorcich
(Helmova R. et al., 2020). Nebyl tedy divod domnivat se, ze pouziti jiné nez doporucené
kombinace fluoroforu a zhasedla by mohlo ovlivnit jakoukoliv qPCR ese;j.

Z duvodu preruseni vyroby one-step qRT-PCR reagencii TagMan one-step RT-PCR
Mastermix Reagents Kit (Applied Biosystems) pouzitého ve zdrojové publikaci také nelze
vyloucit moznost neucinnosti této eseje nasledkem pouziti jinych qPCR reagencii. Nicméné
reakéni mix KAPA PROBE FAST Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA
Biosystems) je uspé$né pouzivan v nasi laboratofi pro jiné TagMan qRT-PCR eseje a nebyl
tedy davod se domnivat, Ze by pfi jeho pouziti pro tuto eseje doslo k tak vyraznému sniZeni
ucinnosti amplifikace.

Pro vylouceni vlivu PCR reagencii na ucinnost reakce byly v této praci vyzkouseny
reak¢ni mixy obsahujici interkalacni barvivo SYBR Green I KAPA SYBR® FAST Universal
One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems) a qPCR 2xSYBR Master Mix
(Top-Bio). Na zakladé ziskanych vysledku bylo zfejmé, ze qPCR 2xSYBR Master Mix (Top-
Bio) amplifikuje templatovou cDNA/PCR produkt s mnohem vys$s§i uCinnosti nez druhy
testovany kit. Na obr. 27 Ize pozorovat tvorbu vétsiho mnozstvi nespecifickych produkti pfi
pouziti KAPA SYBR® FAST Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA
Biosystems) v porovndni s qPCR 2xSYBR Master Mix (Top-Bio).

Mezi dal§i mozné faktory, které mohou ovlivnit ta¢innost gqRT-PCR eseje je one-step a
two-step konfigurace qRT-PCR. V této praci byly pouzity dva one-step kity (KAPA SYBR®
FAST Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems) a KAPA
PROBE FAST Universal One-Step qRT-PCR Master Mix (2x) Kit (KAPA Biosystems)) a
jeden two-step pristup kombinujici RT kitem ProtoScript II First Strand cDNA Synthesis kit
(NEB) a qPCR 2xSYBR Master Mix (Top-Bio)) qRT-PCR. Z pfilohy na obr. 27 lze
pozorovat, ze two-step qRT-PCR esej ma vyssi ucinnost nez zbyvajici dva one-step qRT-PCR
eseje. Bohuzel zminéné vysledky nelze spolehlivé porovnat, protoze firma Top-Bio nema ve
svém portfoliu one-step qRT-PCR kit, pomoci kterého by se dala porovnat stejnd polymerdza
ve one-step a two-step konfiguraci. Vysledky ziskané v této préci jsou v rozporu s vysledky
prezentované v publikacich Picard-Meyer E. et al.,, 2015 a Wacker M. J. et al., 2005, kde

zjistili, ze one-step qRT-PCR kity maji vyssi sensitivitu a ve vétsin€ pripadu i specificitu nez
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testované qRT-PCR v two-step konfiguraci. Obé publikace ovSem nejsou uvedeny vysledky
elektroforetické separace a analyzy tani pro kontrolu specificity qRT-PCR. Z tohoto divodu
nelze z publikaci jednoznacné fict jaka je specificita, a tedy ucinnost danych qRT-PCR eseji.
V publikaci Picard-Meyer E. et al., 2015 uvad¢ji vznik primer-dimerd pfi nizsich koncentraci
vstupnich vzorkli, nicméné jejich tvrzeni neni podlozeno prezentaci experimentalnich
podkladi.

Pfi qPCR zameérenych na odhaleni mozné pfitomnosti kontaminace v PCR
chemikaliich s pouzitim qPCR 2xSYBR Master Mix (Top-Bio) navic bylo mozné pozorovat
i pfitomnost primer-dimerd v reakci s pfidavkem TagMan préby TBE-probe-WT jako
templétu. Stejného vysledku bylo dosazeno s pouzitim obou porovnavanych qPCR reakénich
mixu (piiloha obr. 27b) a 27d) az 27g)). Dal§im moznym divodem snizené ucinnosti gPCR
muize byt pouziti jiného reakéniho mixu v porovnani se studii Schwaiger M., Cassinotti P,
2003. Ovéfeni téchto hypotéz je mozné provést pouze vyzkouSenim identicky znalené
TagMan proby a reakéniho mixu pouzitého ve zdrojové publikaci.

Z dtvodu neuspokojivych vysledkit qRT-PCR eseje pro kvantifikaci sfRNA prevzaté
z publikace Schwaiger M., Cassinotti P., 2003 byla naddle vytvorena a optimalizovana vlastni
gRT-PCR esej pro kvantifikaci sfRNA. V této praci byly testovany dva pary primerq,
sfRNA F x sfRNA RS a sfRNA F1 x sfRNA RS, z nichz par primeri sfRNA F x
sfRNA R5 byl puvodné navrhnut a pouzit pro syntézu amplikonu pro pfipravu jedné z
hybridiza¢nich prob k detekci sfRNA. Jednim z hlavnich kritérii pii vybéru primert pro gPCR
esej byla délka amplikonu. qRT-PCR esej prevzata z prace Schwaiger M., Cassinotti P., 2003
neumozinovala vérohodnou analyzu Gi¢innosti z divodu malé velikosti amplikonu a nasledného
prekryvu jeho signalu se signalem vznikajicich primer-dimerd. Velikost amplikont tvorenych
vybranymi pary primerd je (122 bp a 124 bp) coz umoziuje jejich snadné odliseni od
pfipadnych vznikajicich primer-dimert.

Utinnost amplifikace obou vybranych part primert lze pozorovat na obr. 14 kde
vidime vysledky amplifikace desitkové fedici fady plazmidu sfRNA. Intenzivnéjsi tvorbu
dimert 1ze pozorovat v NTC reakci s pouzitim paru primerd sSfRNA_F x sfRNA R5. Pro dalsi
optimalizace byl tedy vybran par primerti sfRNA F1 x sfRNA RS5 i presto ze v jedné ze 2
NTC reakci byl pozorovan vznik primer-dimeri naznacujici moznou nizs§i UCinnost
amplifikace. Vysledky testovani ti¢innosti sfRNA_F1 x sfRNA RS5 paru primera amplifikaci
desitkové fedici fady templatu ukazuji ze k uUspéSné amplifikaci specifického produktu
dochazelo jen pti nejvyssi koncentraci desitkového fedéni templatové DNA plazmidu sfRNA.

Ve vSech nasledujicich fedéni templatového plazmidu nebyly primery schopny efektivni
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vazby na templat, coz lze usuzovat mimo jiné na zakladé pfitomnosti primer-dimert z
dokumentace elektroforetické separace amplikont této eseje na obr. 16. Podobné jako v
pfipadé navrhu hybridiza¢ni proby ani navrh primerd pro kvantifikaci sfRNA neni
jednoduchym tkolem z davodu tvorby slozitych sekundarnich struktur v sfRNA, které
omezuji volbu mist vhodnych pro Gspésné a efektivni nasedani primerd v prubéhu qRT-PCR.
Proto by bylo vhodné vyzkouset navrhnout primery i probu komplementarni k jinym usekiim
sfRNA struktury.

Prvni experiment metody dot-blot byl proveden dle publikace Kumar J. S. et al., 2013.
Po provedeni tohoto experimentu nebyl detekovan zadny hybridizacni signal. Jednim z
divodi muze byt design experimentu optimalizovany pro detekci hybridu DNA-DNA, t;.
pouziti DNA proby k detekci cilové molekuly ve vzorku DNA. Tato prace se soustiedi na
detekci cilové molekuly RNA pomoci DNA préby. Dalsim moznym divodem netspéchu
mohly byt zmény provedené v protokolu. Konkrétné se jedna o pouziti jinych promyvacich
roztokt po hybridizaci, kde v tomto experimentu bylo pouzito 0,1% SDS ¢inidla doporucené
v publikaci Josefsen K. et al., 2011 misto 10% SDS pouzité v publikaci Kumar J. S. et al.,
2013. Dale byl pouzit jiny blokovaci a promyvaci roztok po navazani konjugatu.

Nésledovala optimalizace teploty pre/hybdridizaéniho a promyvaciho kroku. V
publikaci Kumar J. S. et al., 2013 byla pouzita teplota 42 °C standardn€ doporucovana pro
vznik DNA-DNA hybridu. V této praci bylo cilem vytvofit podminky pro vznik DNA-RNA
hybridu. Standardné je teplota pro vytvoreni DNA-RNA hybridu nastavovana na 68 °C (Zhou
J. C., 2015), nicméné v experimentech v této praci byla vybrana teplota niz§i nez doporucena
z dGvodu obav z mozné degradace RNA vzorku a destabilizace vazby proby na cilovou RNA
pfi vysSich teplotach. Vyssi teplota a tim 1 mozné vymyvani proby z membran pii prvnich
provedenych experimentech metodou dot-blot mohlo zpusobit, ze nebyl detekovan
hybridizacéni signal proby.

V nésledujicim experimentu metody dot-blot byl pouzit formamidovy pre/hybridizacni
roztok z publikace Brown T. a Mackey K., 2001. Pouziti formamidu pfi hybridizaci umoziiuje
snizit teplotu hybridizace, coz snizi mozné riziko degradace RNA ve zkoumaném vzorku. Pti
pouziti formamidového pre/hybridizacniho roztoku byla detekovdna pouze pozitivni kontrola
detekce biotinu. Pro ucely optimalizace metody dot-blot byl pouzit zdroj biotinu ve formée
konjugatu s lektinem Gsl-1-biotin. Vznik signalu v misté naneseni této kontroly pak mélo
prokazat uspéSnost a ucinnost vazby biotinu se Streptavidinem po vazbé s konjugatem
Streptavidin-HRP (alternativné Streptavidin-AP) a zarover kontrolu uspésnosti vyvolani

signalu reportérové molekuly chemiluminiscenéni nebo kolorimetrickou detekci.
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Hybridizacni signal proby transkriptu PAPOLA genu se nepodafilo detekovat, coz mohlo byt
zpusobeno nevhodnym slozenim pre/hybridizacniho roztoku. Tento zavér se podafilo potvrdit
pouzitim komercné vyrobeného hybridiza¢niho pufru PerfectHyb™ Plus Hybridization Buffer
(Sigma-Aldrich). Pouzitim tohoto komeréné dostupného hybridiza¢niho pufru byl uspésné
detekovan hybridizacni signal po vazbé proby na transkripty genu Aktin B ve vzorcich RNA
izolovanych zlidské bunécné linie A549 a jejiz signal byl detekovan kolorimetricky
streptavidin-HRP reportérovym systémem na nylonové membrané (viz pfiloha obr. 28).

Dalsi moznou optimalizaci bylo porovnani raznych typa hybridizacnich membran.
V této préci byly testovdny celkem 3 typy membran; nylonovd membrina Zeta-Probe®
Blotting Membranes (Bio-Rad), nitrocelul6zovd membrana Trans-Blot® Transfer Medium
(Bio-Rad) a PVDF Transfer Membrane (Thermo Fisher Scientific). VSechny zminéné
membrany jsou pouzivané v metodé Western blot (Kurien B. T., Scofield R. H., 2015).
Nylonova a nitrocelulézovd membrana se nejcastéji pouzivaji v metoddch Southern blot a
Northern blot (Bhat A. 1., Rao G. P., 2020). Mezi nevyhody nitrocelul6zové membrany patii
jeji kiehkost po vysuSeni a omezena moznost jejiho opakovaného pouziti (Brown T., 1993).
Nitrocelul6zova a PVDF membrana obé vykazovaly nizsi citlivost pfi vyvolavani nanaseci
kontroly pomoci methylenové modfi, kdy intenzita pozorovaného signalu pfitomné nukleové
kyseliny byla menSi oproti nylonové membran€. Navic byla trvanlivost tohoto signalu u
nitrocelul6zové a PVDF membrany piekvapivé omezena pouze na dobu do uplného vysuseni
obou membran, zatimco v piipadé nylonové membrany tento signal pretrval i po Uplném
vysuSeni membrany. Nevyhodou nylonové membrany bylo vyrazn&j§i rozpiti kapky s
nanesenym vzorkem (viz obr. 28). Tento problém se dal vyfesit pouzitim Dot-Blotteru
(Cleaver Scientific Ltd). Ze vSech vySe uvedenych divodu byla proto nylonova membrana
vybrana jako nejvhodnéj§i nosné médium pro metodu dot-blot.

Dale byly otestovany rizné druhy znaceni DNA préby, a to znaceni prob nick translaci
(Kato A. et al., 2006) nebo znaceni nahodnymi primery pomoci Biotin Decal.abel DNA
labeling kit (Thermo Fisher Scientific). Tento test byl inspirovdn diplomovou praci Hany
PejSové (PejSova H., 2020), ktera pozorovala, ze signal proby znacené nick translaci byl
intenzivnéj§i nez signal znaceni ndhodnymi primery. V této praci byl pozorovan opak, tj. vyssi
intenzitu poskytovala sonda zna¢ena nahodnymi primery. Tento rozpor ve vysledcich byl
nejspiSe dan délkou proby 124 bp (sfRNA_F1 x sfRNA_RS) a préby 68 bp (TBE1 F x TBE1
R) pouzitymi v této praci v porovnani s délkou 298 bp proby Hany Pejsové. Doporucena
minimalni délka DNA proby pro znaceni nick translaci je 300 bp a kone¢na délka proby by se
meéla pohybovat mezi 100200 bp (Balmain A. et al., 1979). Proba navrzena v této praci byla
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natolik kratka, ze nick translace béhem znaceni nastipala jiz tak pomérmé kratky amplikon na
prilis kratké fragmenty, které nasledné nebyly schopné efektivné hybridizovat k cilové
molekule RNA. Pfi porovnani tc¢innosti znaceni t€émito dvéma metodami se pravé z tohoto
divodu mohla zdat ucinnéjsi pravé metoda znaCeni pomoci nahodnych primert.

Dal§im pozorovanim byla rozdilna intenzita signalu transkriptu , housekeeping™ genu
Aktin  a sSfRNA pfi porovnani riznych zptasobu detekce signalu reportérové molekuly. V této
praci bylo pozorovano, ze signal transkriptu Aktin f genu v TBEV-infikované bunécné linie
DAOY HTB 186 byl intenzivné&jsi pii chemiluminiscencni néz pii kolorimetrické detekci viz
ptiloha na obr. 29. Proby pouzité pro detekci transkripti genu Aktin  byly delsi a mohly byt
znaceny nick translaci, zatimco proby pro detekci sfRNA byly znaCeny nahodnymi primery.
Z divodu pouziti rizneé dlouhych prob, a tedy nutnosti pouzit jiny zpisob znaCeni nelze
experimenty s pouzitim téchto dvou prob efektivné porovnat. Do budoucna by bylo vhodné
tyto parametry sjednotit a v zajmu porovnatelnosti obou experimenti pouzit stejné dlouhé
proby a stejny zptsob znaceni. Timto by bylo mozné ziskat i konzistentni intenzitu signalu pfi
porovnavani riznych typu detekce signalu reportérovych molekul u obou prob.

Jednim z poslednich problémt pozorovanych v souvislosti s optimalizacemi
provadénymi v metodé dot-blot byla ¢istota pouzité RNA izolované z bunééné linie DAOY
HTB-186. Pii pfipraveé jednoho ze série vzorkii RNA pro optimalizaci metody dot-blot bylo
pouzito velké mnozstvi vstupniho materialu v porovnani s predchazejicimi vzorky a po jejich
pouziti a kolorimetrické detekci doslo na jejich misté ke vzniku inverznich signalt. Hypotéza
zdtvodnujici nepfitomnost hybridizacniho signalu zptisobena piekryvem vazebného mista
ptilis velkym mnozstvim ptitomné celkové RNA byla zavrzena na zakladé inverznich signalt
ziskanych z experimentu s pouzitim fedici fady tohoto RNA vzorku. Hypotéza vysvétlujici
vznik inverzniho signalu pfitomnosti kontaminaci ve vzorku RNA piekryvajicich vazebné
misto pro probu byla ovérena precisténim RNA pomoci NucleoSpin RNA mini kit for RNA
purification (Macherey-Nagel). Pretrvavajici pfitomnost inverznich signalu 1 po pfecisténi
RNA byla motivaci pro otestovani precisténi RNA opétovnou izolaci pomoci RNA Blue. Po
tomto typu precisténi se podafilo pfitomnost inverznich signalt po kolorimetrické detekci
eliminovat 1 kdyz k uspé$né detekci hybridizacniho signalu precisténi neptispélo. Na zakladé
tohoto porovnani lze uzavfit, ze vznik inverznich signalt po kolorimetrické detekci muze
vzniknout neefektivni izolaci RNA zpusobujici ptitomnost kontaminujicich proteinii nebo
spiSe polysacharidi a podtrhuje dilezitost volby efektivniho zpisobu izolace nukleové
kyseliny v zavislosti na typu vstupniho vzorku a nutnost dasledné analyzy kvality purifikované

nukleové kyseliny pro metodu dot-blot. Vysledek porovnani kvality RNA po opétovné
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purifikaci pomoci NucleoSpin RNA mini kit for RNA purification (Macherey-Nagel) a RNA
Blue (Top-Bio) jasné prokazuje, ze spektrofotometrické hodnoceni je nedostacujici pro
posouzeni pritomnosti kontaminanti branicich efektivni hybridizaci. Je tedy nutné jiz na
zaCatku experimentu volit protokol pro izolaci nukleové kyseliny ovéreny pro dany typ
vstupniho materialu. S vyhodou lze také vyuzit modifikaci izola¢niho protokolu snizujiciho
pravdépodobnost spolecné izolace kontaminujicich polysacharidu, jako v této praci, kde bylo
v porovndni se standardnim protokolem pro precipitaci RNA pomoci smeési isopropanol, Na-
Acetat vyuzita precipitace smesi isopropanol, NaCl (Lever M. A. et al., 2015).

Jelikoz se nepovedlo jednozna¢né detekovat sfRNA metodou dot-blot byla proto
pouzita metoda Northern blot. Metoda Northern blot byla provadéna v dobé ziskani prvniho
hybridiza¢niho signalu metodou dot-blot, kde byl detekovan i nespecificky signal. Nicméné
pozdéji po neuspésné provedené metodé Northern blot nebylo mozné opétovné dosahnout
pozitivnich hybridiza¢nich signalti ani metodou dot-blot a veskera pozornost byla soustiedéna
na optimalizace zaméfené na opeétovnou detekci pozitivniho hybridizaéniho signalu. Z tohoto
divodu nezbyval prostor pro moznou optimalizaci metody Northern blot.

Nespecifické hybridizacni signaly sfRNA préby pozorované v negativni kontrole
pouzité pii metode dot-blot byly motivaci pro provedeni metody Northern blot. Cilem této
metody byla moznost odhaleni identity molekul RNA zodpov&€dnych za nespecifickou
hybridizaci sfRNA proby po separaci RNA v testovanych vzorcich za denaturacnich
podminek s naslednou detekci hybridizacniho signalu po prenosu separované RNA na
membranu. Protokol pro metodu Northern blot s pouzitim 12% polyakrylamidového gelu se
4% mocovinou je standardné pouzivan pro aplikace vyzadujici vysokeé rozliSeni separace RNA
(Green M. R, Sambrook J., 2021), ktery byl uspésné otestovan pro detekci sfRNA vyzkumnou
skupinou prof. Esther Schnettler laboratofe Tropické mediciny Institutu Bermadra Notche,
Hamburk, Némecko (nepublikovana data).

V prabéhu testovani tohoto prevzatého protokolu nebyl ziskan zadny pozitivni
hybridiza¢ni signal. Na obr. 30 lze pozorovat 12% polyakrylamidovy gel se 4% mocovinou
po elektroforetické separaci a lze vidét, ze se RNA separovala do 5,8 S rRNA, 5 S rRNA a
ctyt tRNA. Dale probéhlo elektroblotovani, pre/hybridizace, promyvani, blokace, navazani
reportérové molekuly dle protokolu publikace Green M. R., Sambrook J., 2021 s ur¢itymi
zménami diskutovanymi dale. Poté probe&hla chemiluminiscencni a kolorimetricka detekce pii
kterych nebyl detekovan zadny signal. Po vyvolani signalu reportérové molekuly byla
provedena nanaseci kontrola pomoci metylenové modfi, pfi které nebyl detekovan zadny

hybridizac¢ni signal. Absenci hybridiza¢niho signalu po provedeni protokolu metody Northern
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blot lze vysvétlit pouzitim nestandardnich podminek a/nebo odchyleni se od nékterych
doporuceni z predepsaného protokolu. Jedna se naptiklad o teplotu hybridizace a promyvani
68°C/50°C doporucena protokolem (Chou C. C., 2004). Doporu¢enym hybridizacnim
roztokem pro probu znacenou DIG v prevzatém protokolu byl ExpressHyb™ Hybridization
Solution (Clontech Laboratories), zatimco hybridizacni pufr zvoleny v postupu pouzitého
v této préci byl SigmaPerfect/Hyb Hybridization Buffer (Sigma-Aldrich), ktery byl pouzit i
v protokolu metody dot-blot v této praci a s nimz byl uspésné detekovan pozitivni hybridizacni
signal. Podobné¢, doslo k odchyleni od pouziti doporu¢ené membrany. Namisto doporucované
nylonové membrany hybond N+ (Amshram) byla pouzita nylonova membrana Zeta-Probe®
Blotting Membranes (Bio-Rad), kterd byla v této praci uspéSné otestovana pii metodé dot-
blot. Dalsim moznym davodem neuspéchu mohl byt neefektivni prenos RNA z gelu na
membranu pfi elektroblottingu, coz mohlo byt zpisobeno nedostate¢nym nebo nevyrovnanym
vykonem elektroblotovaciho zafizeni Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad). Misto
komer¢niho blotovaciho pufru predepsaného vyrobcem blotovaciho zatfizeni byl pouzit pufr
predepsany zdrojovym protokolem vytvorenym vyzkumnou skupinou prof. Esther Schnettler.
Pozitivni vysledky ziskané pouzivanim nekomercnich pufri ostatnimi Cleny laboratote ale tuto
hypotézu nepodporuji. Dal§im moznym divodem neuspéchu je mozna degradace RNA vzorkt
v pribéhu blotovani nebo mohlo dojit k pfenosu RNA skrz membranu do filtraénich papira
blotovaciho sendvice. Pfenos RNA na membranu by bylo mozné ovéfit pomoci barveného
velikostniho standardu, ktery nebyl v dobé vyskytu tohoto problému a naslednych optimalizaci
metody k dispozici.

Detekce sfRNA metodou Northern blot byla jiz dfive provedena v publikacich
zabyvajicich se studiem sfRNA u flavivird YFV a MVE (Pijlman P. G. et al., 2008) a JEV
(Fan Y. H. et al., 2011). Detekce sfRNA v sfRNA-transfekovanych a TBEV-infikovanych
bunkach bylo vyzkouseno PejSovou H., 2020. V publikaci Pijlman P. G. et al., 2008 byla
sfRNA v YFV a MVE detekovana pomoci radioizotopti **P a za pouziti jiz zminéné Hybond
N+ membrany (Amshram) a ExpressHyb™ hybridization Solution (Clontech Laboratories).
V clanku Fan Y. H. ef al., 2011 byla sfRNA v JEV detekovana pomoci DIG znacené proby,
metodou znaceni 3° konct. V publikaci Fan Y. H. et al, 2011 ovSem neni popsany postup
metody Northern blot pouzity pro detekci sSfRNA v JEV a nelze tedy ziskat veSkeré informace
potiebné pro odhaleni moznych pficin neuspé€$ného prenosu RNA pii metodé Northern blot
v této bakalarské praci.

Z divodu vylouCeni moznosti nefunkéniho protokolu znaCeni a/nebo detekce

hybridiza¢niho signalu proby znacené pomoci DIG byl v nasledujicim experimentu metody
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Northern blot otestovan postup, kterym byl ziskan pozitivni hybridiza¢ni signal v metod¢ dot-
blot s pouzitim proby znacené biotinem. Na obr. 31 1ze pozorovat 12% polyakrylamidovy gel
se 4% mocovinou po elektroforetické separaci a lze vidét, ze separace RNA probéhla
v poradku. Z celkové RNA doslo k uspésné separaci 5,8 S rRNA, 5 S rRNA a tfi tRNA,
zatimco zbyvajici vysokomolekularni RNA ziistala neseparovana na pocatku separacni drahy,
tak jak je typické pro separaci RNA v denzitnim polyakrylamidovém gelu s vysokym
rozliSenim (napf. Huang Q. et al., 2014; Mishima E. ef al., 2015). Hybridizacni signal byl
detekovan pomoci kolorimetrické detekce reportérového systému streptavidin-HRP, kde byl
detekovan pouze signal proby nanesené na membrané v roli pozitivni kontroly detekce biotinu.
Po vyvolani reportérové molekuly byla provedena nanéaSeci kontrola pomoci metylenové
modii jejimz vysledkem byla detekce signalu v§ech zminénych RNA (viz obr. 31b)). Bohuzel
ani v pripadée pouziti tohoto postupu se nepodarilo ziskat pozitivni hybridizacni signdl a bude
proto nejspise nutné optimalizovat postup metody Northern blot pfed samotnou hybridizaci a

vyvolavanim hybridiza¢niho signalu.

6 Zavér

Tato prace se zamétfovala na optimalizaci detekce sfRNA metodou dot-blot. V prabéhu
prace se diky sérii pokusu testujicich rizné reak¢ni podminky, chemikalie nebo membrany
podafilo docilit pozitivniho hybridizaéniho signalu prob navrzenych k detekci interni kontroly
transkriptl ,housekeeping™ geni PAPOLA a aktin f i hybridizacniho signalu sfRNA v
testovanych vzorcich. Z divodu piitomnosti nespecifického hybridizacniho signalu
pozorovaného ve vzorcich negativni kontroly bude nutné v optimalizaci metody dot-blot
pokracovat. Pro identifikaci nespecifického signalu v metodé dot-blot byla RNA pred
nanesenim na membranu a hybridizaci separovana v denaturacnim polyakrylamidovém gelu s
mocovinou. Metoda Northern blot byla provedena dle zavedeného protokolu, ale ani po
nekolika opakovani nedoslo k detekci pozitivniho hybridizacniho signalu.

Pro ovéfeni pritomnosti a mnozstvi sfRNA ve vzorcich pouzitych pro optimalizaci
metody dot-blot byla pouzita qRT-PCR esej z publikace Schwaiger M., Cassinotti P., 2003.
Pfi pouziti této eseje pro kvantifikaci sfRNA v testovanych vzorcich byla pozorovana
prekvapivé velmi nizkad ucinnost amplifikace a nepodafilo se ji uspokojivé zvysit ani sérii
optimalizacnich experimentti s pouzitim ruznych reak¢nich mixid, zménami koncentraci PCR
chemikalii nebo za riznych reakcénich podminek. Selhaly i pokusy vytvofit a optimalizovat
vlastni qPCR esej pro kvantifikaci sfRNA. Uginnost reakce byla vzdy velmi nizka i pii

testovani riznych para primerd. Zda se, ze sekundarni struktury tvofici se ve struktuie sfRNA
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mohou byt jednou z hlavnich pfi¢in neuspéchi pii pokusech o navrh primerd schopnych
efektivné amplifikovat sfRNA a ziskat tak pouzitelnou esej pro kvantifikaci sfRNA pomoci
gRT-PCR. Na zékladé vySe uvedenych skute¢nosti tedy nelze zavedenou qRT-PCR
vytvorenou v publikaci Schwaiger M., Cassinotti P., 2003 pouzit pro kvantifikaci sfRNA ve
vzorcich pouzivanych v nasi laboratofi. Pro spravnou kvantifikaci sfRNA pomoci qRT-PCR

bude nejspise potieba pouzit nove navrzenych primeru a jejich otestovani.
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